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I. ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ. 

Актуальность проблемы. 

Биокаталитическая функция – это одна из наиболее совершенных функций свой-

ственных живым системам. Эта функция реализуется в ограниченном наборе биологи-

ческих объектов, основная доля из которых приходится на белковые молекулы – фер-

менты и антитела. Биокаталитическая активность находит широкое применение в раз-

личных сферах современной промышленной и фармацевтической биотехнологии.  

Среди биологических лекарственных препаратов антитела занимают одну из ве-

дущих ролей. Разработаны способы получения антител фармацевтического назначения 

и существует большое количество лекарственных препаратов на их основе. Таким об-

разом, индукция и исследование новых функциональных свойств антител является 

важной биотехнологической задачей. В частности, создание каталитического антитела 

способного не только связывать, но и катализировать распад токсичных антигенов мо-

жет существенно увеличить эффективность терапии, позволит снизить дозировки пре-

парата, и как следствие нагрузку на здоровье пациента. В настоящее время описано 

большое количество антител с различными типами каталитической активности, как к 

низкомолекулярным химическим соединениям, так и к биополимерам.  

Применение современных методов генетической инженерии, молекулярного 

скрининга и экспрессии ДНК делает рекомбинантные антитела удобным объектом для 

индукции каталитической активности.  

«Ковалентный катализ» является одним из основных механизмов, определяю-

щих свойства ферментов как наиболее эффективных эволюционно совершенных био-

катализаторов. Такой тип катализа реализуется в широком спектре биокаталитических 

процессов, среди которых сигнальные киназные каскады и каталитические процессы 

передачи нервного импульса. Таким образом, разработка способов создания биоката-

лизаторов, способных к ковалентному катализу, является актуальной задачей. Она 

имеет принципиальное значение не только для фундаментальной энзимологии, где ее 

решение позволит понять пути эволюционного развития биокаталитических функций, 

но и прикладной биохимии и молекулярной медицины.  

Применение методов комбинаторной биологии и химии, способность создания 

и скрининга высокорепрезентативных библиотек существенно раздвинуло рамки со-

временной биотехнологии и облегчило поиск биоактивных молекул. Использование 
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библиотек генов антител имеет очень важное преимущество – возможность отбора свя-

зывающих и каталитических антител к высокотоксичным соединениям, что невоз-

можно при использовании классических методов иммунизации животных. С другой 

стороны, использование систем скрининга комбинаторных библиотек антител ограни-

чено возможностями методов отбора, что требует сужения размеров библиотеки, а 

также не позволяет осуществлять «созревание» антитела, что свойственно живым си-

стемам. Необходимо учитывать, что одним из основных требований к биологическому 

терапевтическому препарату является необходимость его существования в организме 

в течение времени достаточного для осуществления терапевтического действия.  

Таким образом, очевидно, что для успешной реализации исследований по созда-

нию и направленному изменению функциональной активности биокатализаторов 

необходимо разрабатывать новые методы индукции каталитической активности и 

адаптации ее под заданный биокаталитический процесс, а также создавать новые тех-

нологии поиска биокаталитической активности и способов обеспечения пролонгации 

терапевтического действия препаратов на основе биокатализаторов. Представленная 

диссертация посвящена и новым принципам создания биокатализаторов с новыми 

функциональными активностями, и результаты полученные в ходе ее выполнения ре-

шают упомянутые выше задачи фундаментального и прикладного характера. 

Цель работы и основные задачи исследования. 

Целью работы является разработка новых принципов создания биокатализато-

ров с заранее заданными функциональными активностями. Для достижения завален-

ной цели были поставлены и решены следующие экспериментальные задачи: 

1. Разработка новых технологий получения биокатализаторов на основе антител; 

2. Разработка технологии высокопроизводительного скрининга биокаталитиче-

ской активности; 

3. Разработка технологии получения биокатализаторов пролонгированного дей-

ствия.  

Научная новизна и практическая значимость работы. 

В ходе выполнения диссертационной работы была усовершенствована техноло-

гия получения биокатализаторов на основе антител. Предложенный в диссертационной 

работе метод получения «реактибоди», позволяет получать эволюционно более совер-

шенные биокатализаторы на основе антител, реализующие механизм «ковалентного» 
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катализа. В частности, использование этого подхода позволило получить первое ката-

литическое антитело, способное гидролизовать фосфорорганическое соединение пара-

оксон (POX) по механизму ковалентного катализа. Разработана и представлена новая, 

не имеющая аналогов в мире, технология направленного изменения активности биока-

тализаторов на основе антител с использованием квантово-механических расчетов ре-

акций ими катализируемыми, позволяющий создавать и проводить широкомасштаб-

ный скрининг виртуальных библиотек антител с целью направленного улучшения их 

функциональной активности. Был получен мутант L-S35R, который проявляет 170-

кратное увеличение эффективности взаимодействия с фосфорорганическим пестици-

дом параоксон по сравнению с исходным антителом А17.  

Создана платформа для ультравысокопроизводительного скрининга биокатали-

тической активности в каплях двукратной микрофлюидной эмульсии. Высокая селек-

тивность и чувствительность платформы позволили детектировать различные типы 

биокаталитической активности, а также дискриминировать уровни активности одного 

типа. С использованием разработанной платформы были найдены новые каталитиче-

ские антидоты на основе рекомбинантной бутирилхолинэстеразы человека (рчБуХЭ), 

способные к самореактивации при ингибировании пестицидом параоксон.  

Представлены два независимых подхода к созданию препаратов пролонгирован-

ного действия на основе биокатализаторов. Впервые успешно осуществлено химиче-

ское полисиалирование гидролитического фермента с целью создания на его основе 

терапевтического препарата пролонгированного действия. Подобраны условия реак-

ции, позволяющие получать конъюгат рчБуХЭ–ПСА27 с 80%-ным выходом. Примене-

ние химического полисиалирования существенно улучшило фармакокинетические па-

раметры рекомбинантного фермента, увеличив время полувыведения модифицирован-

ной рчБуХЭ в 5.5 раз. Успешно проведены доклинические исследования препарата. 

Полисиалированный препарат показал высокую эффективность в качестве профилак-

тического биологического антидота. Защитный индекс по веществу VR составил 4.2 

ЛД50, что сопоставимо с препаратом БуХЭ плазмы крови человека. При реализации 

альтернативного подхода были получены новые экспрессионные конструкции для по-

лучения тетрамерной рекомбинантной БуХЭ человека (4рчБуХЭ) с уровнем продукции 

до 70 мг/л. Разработанная технология продукции 4рчБуХЭ является уникальной и не 
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была реализована ни в одной лаборатории мира. Создание тетрамерной рчБуХЭ позво-

лило увеличить время полувыведения препарата в 10 раз по сравнению с олигомерной 

рчБуХЭ и в 2 раза по сравнению с конъюгатом рчБуХЭ-ПСА27. Внутривенное введе-

ние препарата 4рчБуХЭ в дозе 50 мг/кг обеспечивало 100% и 75% выживаемость мы-

шей BALB/c и KO (нокаутных по гену БуХЭ), получивших абсолютно летальную дозу 

POX 600 мкг/кг (≈1.2 LD50) и 550 мкг/кг (≈1.1 LD50), соответственно. 

Публикация и апробация работы. 

Основные научные результаты диссертации опубликованы в 23 статьях в рецен-

зируемых отечественных и зарубежных научных журналах, входящих в перечень изда-

ний, рекомендуемых Минобрнауки РФ для опубликования результатов диссертаций, 

из них - 3 монографии, 3 обзора, имеется три патента. Работа доложена на целом ряде 

российских и международных научных конференций, включая симпозиальные до-

клады на конгрессе FEBS и других съездах. 

Структура и объем работы. 

Диссертация состоит из введения, литературного обзора, материалов и методов, ре-

зультатов и обсуждения, заключения, выводов и списка цитируемой литературы. Дис-

сертация изложена на 200 страницах и содержит 74 рисунка и 21 таблицу. 

II. СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ. 

1. Разработка технологий получения биокатализаторов на основе антител.  

 

1.1. Получение каталитических и нейтрализующих антител к поверхностному 

гликопротеину ВИЧ-1 gp120. 

Поверхностный гликопротеин gp120 вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1) 

является одним из ключевых антигенов вируса ВИЧ-1 и принимает участие в системе 

подавления вирусом иммунного ответа организма. Безуспешность попыток нейтрали-

зации ВИЧ-1 in vivo антителами, полученными классическими методами иммуниза-

цией животных поверхностными антигенами, а также существование ограниченного 

количества вируснейтрализующих антител требует разработки новых подходов к тера-

пии заболевания. Таким образом, создание протеазы на основе каталитического анти-

тела, способной узнавать и гидролизовать заданный белковый эпитоп, а также новых 

методов индукции антител с высоким уровнем вируснейтрализующей активности 

представляет, как фундаментальный, так и прикладной интерес.  
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Для создания антител, способных к гидролизу gp120, были использованы подходы 

по индукции специфических каталитических антител на фоне аутоиммунного процесса и 

метод «реакционной иммунизации». Для поиска нейтрализующих антител был применен 

подход, основанный на использовании комбинированного ДНК-пептидного 

липосомального комплекса, содержащего маннозилированный пептид для направленной 

доставки в антиген презентирующие клетки (АПК) (Рис. 1). 

Рис. 1. Общая схема полу-

чения каталитических и 

нейтрализующих антител 

к поверхностному глико-

протеину ВИЧ-1 gp120. 

 

Индукция специфиче-

ских каталитических 

антител методом 

«реакционной имму-

низации».  

Метод «реакционной 

иммунизации» основан 

на использовании хи-

мически активных гап-

тенов, как правило ме-

ханизм-зависимых ин-

гибиторов протеаз, 

способных к ковалент-

ной модификации ак-

тивного центра выбранного фермента. Реакционный гаптен при этом может быть конъ-

югирован с белком или пептидом, соответствующим последовательности выбранного 

эпитопа для увеличения специфичности продуцируемых антител. В своей работы мы 

использовали дифенил-фосфонаты – ковалентные ингибиторы сериновых протеаз и 

эпитоп, соответствующий аминокислотным остаткам 265-270 gp120 – LAEEEV. Ранее 

было показано, что гидролиз gp120 по этому сайту приводит к потере способности ви-

руса инфицировать CD4+ клетки, поэтому нами был получен химический конъюгат 

LAEEEV-Phosphonate (Рис. 1). Было показано, что сыворотки иммунизированных мы-

шей обладали высоким статистически отличимым уровнем ковалентного связывания 

со специфическим субстратом (Рис. 2А).  
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Индукция специфических каталитических антител на фоне аутоиммунного про-

цесса.  

Для проведения данного исследования в качестве специфического антигена мы 

использовали препараты химерного полипептида, состоящего из трех фрагментов 

gp120 (с аббревиатурой I, II, III), которые соответствуют консервативным участкам 

белка с делецией первого, второго и третьего гипервариабельных регионов. Для имму-

низации были созданы генетические конструкции, кодирующие гены белков gp120 I-

III (gp13) и gp120 I-III-mbp (gp15). Результаты иммунизации показали, что протеолити-

ческая активность препаратов поликлональных антител, выделенных из сыворотки мы-

шей, иммунизированных gp15, увеличивается, по сравнению с контрольными мышами 

линии SJL/J, для обоих субстратов (Рис. 2Б). Также очевидна антигенная специфич-

ность протеолитической активности по сравнению с активностью антител из группы 

неиммунизированных мышей. Для специфического субстрата gp120-FITC увеличение 

сигнала по сравнению с контрольной группой мышей составило порядка 10-20 раз, то-

гда как увеличение в случае BSA-FITC составило 2 раза. Прединкубация полученных 

поликлональных антител из иммунизированных и контрольных групп мышей с анти-

видовыми антителами полностью ингибирует протеолитическую активность, что дока-

зывает ее абзиматическую природу. 

 

Рис. 2. (А) ИФА-анализ сывороток мышей, иммунизированных препаратом KLH-

LAEEEV-Phosphonate, Val-phosphonate и контрольных групп. (Б) Количественная ха-

рактеристика каталитической активности антител по отношению к неспецифическому 

субстрату BSA-FITC и специфическому субстрату gp120-FITC. 

 



 9 

Индукция нейтрализующих антител с использованием комбинированного ДНК-

белкового липосомального препарата направленной доставки. 

Для увеличения титра специфических антител к gp120 был создан комбиниро-

ванный ДНК-белковый препарат, состоящий из белковой компоненты – химерного 

белка gp13, ДНК-компоненты – плазмидной ДНК pDNA13, несущей последователь-

ность гена белка gp13 под управлением сильного эукариотического промотора цитоме-

галовируса человека (CMV), заключенных в однослойные липосомы (SUV), содержа-

щие маннозилированный липид для адресной доставки липосом в дендритные клетки 

и клетки АПК, которые имеют высокую плотность рецепторов маннозы. Полученные 

липосомальные препараты использовали для иммунизации мышей линии SJL/J. Ана-

лиз сыворотки мышей после иммунизации проводили методом ИФА, где в качестве 

антигена использовали белок gp13. Он показал, что титр специфических антител при 

иммунизации липосомальным препаратом более чем на два порядка выше, в сравнении 

с иммунизацией антигеном по классической схеме. Образцы сыворотки с наивысшим 

титром анти-gp120 антител были использованы для оценки ее нейтрализующей актив-

ности по отношению к трансдуцированному Env-псевдовирусу с использованием ре-

портерного гена люциферазы в TZM-BL клетках. Согласно данным, представленным 

на рисунке 3, только комбинированная ДНК-белковая липосомальная композиция, 

прототип анти-ВИЧ-1 вакцины HIVirin, приводила к получению антител с детектируе-

мой нейтрализующей активностью на модели вируса ВИЧ-1.  

 

Рис. 3. Определение нейтрализующей активности сыворотки крови модельных живот-

ных после иммунизации комбинированным ДНК-белковым липосомальным препара-

том. 
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Таким образом, полученные данные свидетельствуют о значительном преиму-

ществе липосомальных композиций при индукции заданного гуморального ответа. По-

лученные результаты стали обоснованием проведения НИОКР «Доклинические иссле-

дования иммунобиологического средства пептидной природы для лечения ВИЧ инфек-

ций», шифр «2.1.Пептид ВИЧ 2011» в рамках ГК № 11411.1008700.13.074 от 

13.09.2011г. Проведенные доклинические исследования доказали высокий уровень 

специфической активности и безопасности разработанного липосомального препарата. 

 

1.2. Разработка технологии получения «реактибоди» - антител, предрасполо-

женных к ковалентному катализу. 

«Ковалентный катализ» является одним из основных механизмов, определяю-

щих свойства ферментов, как наиболее эффективных, эволюционно совершенных био-

катализаторов. Такой тип катализа реализуется в широком спектре биокаталитических 

процессов, среди которых сигнальные киназные каскады и каталитические процессы 

передачи нервного импульса. Таким образом, разработка способов создания биоката-

лизаторов, способных к ковалентному катализу, является актуальной задачей как фун-

даментальной энзимологии, где ее решение позволит понять пути эволюционного раз-

вития биокаталитических функций, так и прикладной биохимии, молекулярной меди-

цины. Ферментативные реакции зачастую проходят через стадии трансформации не-

скольких переходных состояний, что, естественно, делает метод иммунизации анало-

гом переходного состояния реакции (АПСР), связанный с имитацией лишь одного со-

стояния (Рис. 4А), достаточно ограниченным. В данной диссертационной работе было 

проведено усовершенствование существующего метода АПСР и создание условий для 

образования динамической структуры активного центра антитела, включая наличие 

аминокислотного остатка, непосредственно участвующего в образовании ковалент-

ного интермедиата. Разработанный метод мы назвали – метод получения реактибоди 

(реакционно активных антител).  

Схематично метод представлен на рисунке 4Б. Мы использовали полусинтети-

ческую библиотеку одноцепочечных антител Griffin1 и проводили скрининг против 

механизм-зависимого ковалентного ингибитора сериновых протеаз и эстераз – 8-ме-

тил-8-азабицикло[3.2.1]октан фенилфосфоната – арил-фосфоната. Для проведения се-

лекции и скрининга было использовано его биотинилированное производное (Bt-X). В 
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результате селекции была получена панель одноцепочечных антител способных кова-

лентно взаимодействовать с арил-фосфонатом. Для наиболее активного варианта – ан-

титела A17 – было проведено детальное структурно-функциональное исследование.  

 

Рис. 4. Метод получения «реактибоди», предрасположенных к «ковалентному катализу». (А) 

Общая схема «ковалентного катализа». Красной рамкой отмечены стадии реакции, на которые 

направлены методы индукции каталитических антител. (Б) Общая схема технологии получе-

ния и исследования «реактибоди». 

 

Было показано, что полноразмерное антитело сохранило способность взаимо-

действовать с биотинилированным производным арил-фосфоната (Bt-X) и имело суб-

стратную специфичность по отношению к аналогам ФОТ, сравнимую с одноцепочеч-

ным А17. В обоих случаях модификация фосфонатом Bt-X ингибируется диизопропил-

фосфатом (ДФФ), аминоэтилсульфонилфторидом (АЭБСФ) и параоксоном, ингибиро-

вание в случае экотиофата отсутствует (Рис. 5).  
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Рис. 5. Анализ взаимодействия полноразмер-

ного антитела А17 с необратимыми ингибито-

рами. Концентрация активных центров А17 со-

ставляла 1 мкМ, концентрация ингибиторов 

составляла 1 мМ. Длительность прединкуба-

ции для ДФФ и АЭБСФ составляла 1 час, для 

параоксона и экотиофата - 12 часов, реакцию 

вели при 37оС. После чего смесь инкубировали 

с 1 мкМ биотинилированного арил-фосфоната 

(BtX) в течение часа. Продукты разделяли в 

ДСН ПААГ и переносили на нитроцеллюлоз-

ную мембрану. Визуализацию осуществляли с использованием конъюгата стрептавидина с пе-

роксидазой хрена. Концентрацию полноразмерных антител нормировали по окраске антите-

лами, специфичными к Fc фрагменту тяжелой цепи антитела человека. 

 

Исследование кинетики взаимодействия антитела с параоксоном показало, что 

скорость реакции линейно зависит от количества антитела А17, продукт реакции обра-

зуется в количестве, превышающем число активных центров антитела, оттитрованных 

в реакции с арил-фосфонатом. Эти данные позволили предположить, что реакция ан-

титела A17 с параоксоном является каталитической. Для доказательства каталитиче-

ской природы взаимодействия антитела А17 с параоксоном был поставлен кинетиче-

ский эксперимент, в котором оценивали изменение наблюдаемой константы скорости 

реакции при добавлении различных концентраций гидроксиламина (Рис. 6А).  

 

Рис. 6. (А) Кинетический анализ реакции гидролиза пестицида параоксон антителом А17 в 

присутствии гидроксиламина. (Б) Масс-спектрометрический анализ антитела А17, модифици-

рованного параоксоном. Молекулярная масса первого пика соответствуют полноразмерному 

антителу, молекулярная масса второго пика соответствует модифицированному параоксоном 

антителу А17. Изменение массы составляет 135 Да, что соответствует массе остатка параок-

сона. 

 

Полученные результаты однозначно свидетельствуют о том, что реакция анти-

тела А17 с параоксоном является каталитической и проходит через стадию образования 
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ковалентного интермедиата. Оценка кинетических параметров реакции показала, что 

дефосфорилирование является скорость-лимитирующей стадией. Медленная скорость 

дефосфорилирования позволила детектировать ковалентный интермедиат реакции – 

диэтоксифосфорильное производное антитела (Рис. 6Б). 

Для кристаллизации использовали Fab фрагмент антитела А17, после обработки 

полноразмерного антитела папаином и дополнительной очистки из реакционной смеси 

методом гель-фильтрации. Были получены структуры Fab-фрагментов антитела А17 

(pdb 2XZA) и его ковалентного комплекса с остатком арил-фосфоната (pdb 2XZC) с 

разрешением 1.5 Å и 1.36 Å, соответственно. Было установлено, что глубина активного 

центра антитела A17 составляет 15 Å, что не типично для каталитических антител и 

более характерно для активных центров холинэстераз. Анализ структуры 2XZC пока-

зал, что стабилизация ковалентного аддукта осуществляется за счет Т-стэккинг взаи-

модействия фенольной группы арил-фосфоната с L-W92 и L-F100 (Рис.7); атом азота 

тропинольного кольца арил-фосфоната формирует водородную связь с атомом кисло-

рода основной цепи H-N105. За счет этого взаимодействия петля H-CDR3 стабилизи-

руется в уникальной конформации и В-фактор снижается до 15  ̶ 25 Å2. Фосфорильный 

атом кислорода стабилизирован молекулой воды w614, которая участвует в образова-

нии кластера молекул воды. Этот кластер молекул воды может являться потенциаль-

ным участником гидролитической атаки фосфотирозинового аддукта.  

Рис. 7. Рентгеноструктурный анализ 

Fab А17 в модифицированном арил-

фосфонатом состоянии. Легкая цепь от-

мечена серым, тяжелая цепь  ̶  сирене-

вым, петля H-CDR3  ̶  малиновым, оста-

ток арил-фосфоната  ̶  зеленым цветом. 

Атомы азота отмечены синим, кисло-

рода  ̶  красным, фосфора  ̶  оранжевым 

цветами.  

 

Одной из особенностей кова-

лентного катализа является реализа-

ция механизма индуцированного со-

ответствия при взаимодействии со 

своими субстратами, в то же время 

для большинства изученных катали-

тических антител полученных методом иммунизации аналогом переходного состояния 
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реализуется механизм выбора одного из предсуществующих конформеров либо одно-

временно осуществляются оба варианта, но с различными вкладами. 

Для уточнения механизма взаимодействия антитела А17 с арил-фосфонатом был 

проведен кинетический анализ в предстационарных условиях при использовании ме-

тода «остановленного потока». Детекцию изменения флуоресценции триптофана в мо-

лекуле антитела А17 измеряли при длинах волн λex=280 нм и λem=330 нм. Обработку 

результатов экспериментов осуществляли с помощью программного обеспечения 

DynaFit software (BioKin, США). Экспериментальные данные позволили рассчитать 

значения наблюдаемой константы скорости kobs в зависимости концентрации арил-фос-

фоната. Были рассмотрены крайние случаи взаимодействия: механизм предсуществу-

ющих конформеров, описываемый уравнением А1 (Рис. 8А) и механизм индуцирован-

ного соответствия, описываемый уравнением А2 (Рис. 8А). Наблюдаемая в экспери-

менте зависимость имела гиперболический вид и описывалась уравнением А2, которое 

соответствует механизму индуцированного соответствия (Рис. 8Б). 

Рис. 8. Кинетическое описа-

ние механизма взаимодей-

ствия антитела А17 с арил-

фосфонатом. (А) Схема реак-

ции и уравнения, описываю-

щие: А1 – механизм предсу-

ществующих конформеров, 

А2 –  механизм индуцирован-

ного соответствия. Б –кривая 

зависимости наблюдаемой 

скорости изменения флуорес-

ценции триптофана в зависи-

мости от концентрации до-

бавленного арил-фосфоната 

(OPX) и соответствующие 

элементарные константы вза-

имодействия (справа). 

 

Таким образом, совокуп-

ный структурный, кинети-

ческий и термодинамический анализ взаимодействия А17 с арил-фосфонатом указы-

вает на динамическое изменение активного центра в процессе реакции. Несмотря на 

то, что нам не удалось достигнуть высоких значений каталитической эффективности, 

можно утверждать, что метод получения «реактибоди», предложенный в данной дис-
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сертационной работе позволяет получать эволюционно более совершенные биокатали-

заторы на основе антител. В частности, в результате использования этого подхода уда-

лось получить каталитическое антитело, способное гидролизовать фосфорорганиче-

ское соединение параоксон по механизму ковалентного катализа. Полученные на дан-

ном этапе работе результаты явились необходимой основой для проведения исследо-

ваний по направленному изменению функциональных свойств антитела А17. 

1.3. Разработка технологии квантово-механических/молекулярно-механиче-

ских расчетов для искусственного «созревания» антител. 

Использование библиотек генов антител имеет очень важное преимущество – 

возможность отбора связывающих и каталитических антител к высокотоксичным со-

единениям, что невозможно при использовании классических методов иммунизации 

животных. С другой стороны, использование существующих систем скрининга комби-

наторных библиотек антител ограничено возможностями методов отбора, что требует 

сужения размеров библиотеки, а также не позволяет осуществлять «созревание» анти-

тела, свойственного живым системам. Для решения этого комплекса проблем мы раз-

работали технологию направленного изменения свойств каталитических антител с ис-

пользованием методов квантово-механических/молекулярно-механических расчетов и 

применили его для системы антитело A17 – параоксон. Так как антитело А17 можно 

рассматривать как потенциальный антидот против отравления параоксоном, то на пер-

вый план выходит способность антитела быстро и необратимо связывать фосфорорга-

нический токсин. Исходя из этого, основное внимание было сконцентрировано на пер-

вой стадии процесса – образовании стабильного ковалентного интермедиата А17-пара-

оксон. Разработанный алгоритм можно разделить на несколько последовательных эта-

пов:  

• Определение стартовой ориентации субстрата в активном центре биокатализа-

тора методом докинга; 

• Квантово-механическое описание реакции с использованием полученной стар-

товой ориентации субстрата и определение вектора эволюции, выбранной ис-

ходной матрицы; 

• Определение позиций для потенциальных замен на основании знаний о меха-

низме реакции, полученных на предыдущем этапе. Создание виртуальной биб-

лиотеки активного центра биокатализатора; 
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• Определение критериев отбора и проведение скрининга виртуальной библио-

теки с применением методов рационального сокращения вариантов и компью-

терных расчетов вероятности образования, требуемого ковалентного продукта; 

• Проведение дополнительного раунда скрининга с использованием более строгих 

критериев образования ковалентного продукта;  

• Экспериментальное подтверждение результатов скрининга; 

 

Для определения стартовой ориентации параоксона внутри активного центра ан-

титела А17 был использован метод молекулярного докинга. Результаты эксперимен-

тальных исследований реакции антитела А17 с параоксоном позволяют утверждать, 

что реакция осуществляется при непосредственном участии остатка L-Y37, который 

образует ковалентную связь с остатком параоксона. Таким образом, основным крите-

рием выбора стартовой конформации субстрата было такое его расположение, при ко-

тором атомы кислорода L-Y37 и фосфора параоксона находились на расстоянии не бо-

лее 3.5Å. В таком случае стартовое состояние признавали «корректным». 

Были найдены пять кластеров возможных положений параоксона, обладающих 

энергией -6.3 до -5.8 ккал/моль (Рис. 9). Кластеры с энергией, превышающей -5,7 

ккал/моль, показали неупорядоченные положения субстрата (рис. 9А). Расчет конфор-

маций показал, что только в кластере с энергией -6,3 ккал/моль возможно in-line пози-

ционирование параоксона в предреакционной ориентации, что необходимо для обра-

зования переходного состояния (Рис. 9Б).  

 

Рис. 9. Кластерный анализ состояний молекулы параоксона в активном центре анти-

тела А17. Атомы кислорода показаны красным цветом, атом фосфора показан оранже-

вым цветом. Неоднородность состояний в каждом кластере представлена в виде инди-

видуальных конформаций. Приведены значения энергии связывания для каждого кла-

стера в расчете на один моль. 
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Реакция образования ковалентной связи между атомами кислорода тирозина и 

фосфором параоксона достаточно редкое события, поэтому для расчета реакции была 

использована метадинамика. При проведении расчетов был выбран такой набор пара-

метров, которой приводил к 50%-ой вероятности образования переходного состояния. 

В результате расчетов было установлено, что реакция протекает по классическому SN2 

механизму (рис. 10).  

 

Рис. 10. Квантово-механическое описание стадии образования ковалентного интерме-

диата в реакции антитела А17 и параоксона. 

 

Механизм реакции включал в себя следующие стадии: 

1) В предреакционном комплексе, установленном с помощью молекулярного до-

кинга, происходит сближение атомов кислорода L-Y37 и фосфора параоксона на рас-

стояние 2.2Å; 

2) Происходит перенос протона с кислорода тирозина на фосфорильный атом кис-

лорода, это приводит к образованию раннего переходного состояния. Эта стадия явля-

ется ключевой, только в случае такого переноса протона наблюдалось образование пе-

реходного состояния реакции; 

3) Затем следует быстрая атака кислорода тирозина на атом фосфора и происходит 

образование связи О−Р. Это приводит к образованию позднего переходного состояния 

- классической тригональной бипирамиды;  

4) На заключительном этапе происходит перенос электронной плотности на уходя-

щую п-нитрофенольную группу, что приводит к образованию ковалентного производ-

ного и п-нитрофенола. 

 

На следующем этапе нами была создана виртуальная библиотека для осуществ-

ления виртуального скрининга потенциальных мутантов. При создании библиотеки ис-

ходили из необходимости учесть максимальное количество потенциальных мутантных 



 18 

форм. Поиск всех возможных позиций для потенциального мутагенеза был ограничен 

следующими условиями: 

1) Механизм реакции должен остаться без изменений;  

2) Количество контактов параоксона с аминокислотными остатками активного цен-

тра в предреакционном комплексе должно быть больше, в сравнении с антителом ди-

кого типа; 

3) Эффективность ключевой стадии переноса протона от L-Y37 на фосфорильный 

кислород должна быть выше, в сравнении с антителом дикого типа.  

Для определения позиций, входящих в виртуальную библиотеку, был произве-

ден поиск аминокислотных остатков, находящихся в сфере с радиусом не более 3.2 Å, 

в центре которой находится молекула параоксона (рис. 11). Радиус сферы равен сумме 

длин водородной связи и бокового радикала аргинина. Аргинин является аминокисло-

той с самой длинной боковой цепью, это позволяет ввести в библиотеку максимальное 

количество позиций аминокислот. В результате такого поиска было обнаружено 23 по-

зиции.  

Рис. 11. Схематическое изображение по-

зиций аминокислотных остатков актив-

ного центра антитела А17, удовлетворяю-

щих критериям создания виртуальной 

библиотеки (в тексте). Синяя сфера пред-

ставляет позиции аминокислотных остат-

ков, способных образовывать водород-

ные связи с параоксоном. Красная сфера 

представляет позиции аминокислотных 

остатков, потенциально влияющих на 

нуклеофильность L-Y37. Желтые сферы 

удовлетворяют обоим условиям. 

 

Расчет показывает, что общее ко-

личество мутантов при замене, обнаруженных 23 позиций на 20 аминокислот, состав-

ляет число 8.39×1029. При использовании самых современных экспериментальных и 

расчетных методов скрининг библиотек такого размера не представляется возможным. 

Для рационального сужения репертуара мы ограничили количество возможных амино-

кислот 11 полярными остатками. Число единовременных замен было сокращено до че-

тырех, а активный центр антитела был разделен на две сферы (Рис. 11): 
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• Для первой сферы были выбраны позиции и аминокислотные остатки, способ-

ные улучшить позиционирование субстрата. Для этого были выбраны аминокислотные 

остатки, способные быть донором водородной связи: Arg, His, Lys, Ser, Thr, Trp, Tyr в 

позициях, расположенных вблизи молекулы параоксона и с ориентацией боковых 

групп в направлении субстрата. В результате было обнаружено 19 позиций.  

• Для второй сферы были выбраны позиции и остатки способные увеличить нук-

леофильность L-Y37. Для этого были выбраны остатки Ser, Glu, Asp и позиции, распо-

ложенные вблизи L-Y37 с ориентацией боковых групп в направлении остатка тиро-

зина. Было обнаружено 7 позиций.  

В результате удалось достичь размера библиотеки в 167538 мутантов и присту-

пить к проведению скрининга библиотеки. 

Для каждого из выбранных 167538 мутантов с использованием алгоритма ММ 

Монте-Карло был произведен поиск возможных конформаций боковой цепи. Пятьде-

сят лучших конформаций для каждого мутанта были проанализированы на способ-

ность образовывать водородную связь между параоксоном и аминокислотными остат-

ками получаемого активного центра, то есть расстояние между ними не должно превы-

шать 3.0 Å. С другой стороны, в расчетах учитывали с возможное взаимное отталкива-

ния атомов, выраженное в потенциале Ленарда-Джонсона. В качестве критерия выбора 

лучших мутантов для дальнейших КМ/ММ расчетов, ввели оценочную функцию F: 

𝐹 = 100×
𝑁(контактов)

𝐸(отталкивания)
 

Мы выбрали значение F > 1.25, это привело к сокращению количества мутантов 

до 375 вариантов. Все эти мутантные антитела были способны образовывать как мини-

мум одну водородную связь между параоксоном и боковой группой введенного ами-

нокислотного остатка.  

Каждый из 375 мутантов был проверен на возможность образования переход-

ного состояний методом метадинамики. В расчетах использовали идентичные с реак-

цией параоксона и антитела дикого типа параметры метадинамики, которые приводили 

к 50% вероятности образования переходного состояния. Таким образом, были установ-

лены следующие критерии выбора лучших вариантов: 

1. Вероятность образования переходного состояния реакции между мутантным ан-

тителом и параоксоном должна быть не менее 50%; 
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2. Время начала процесса переноса протона и образование переходного состояния 

должно быть минимально; 

3. Количество состояний, соответствующих переносу протона в реакции выбран-

ного мутанта с параоксоном должно больше, чем в случае реакции параоксона с анти-

телом дикого типа.  

Проведенные расчёты позволили сделать следующие выводы: 

1. Образование переходного состояния реакции в случае мутантов с заменами на 

анионные аминокислоты не происходило ни в одном из случаев; 

2. Наибольшее число успешных запусков системы обнаруживалось для замен на 

основные аминокислоты Arg, Lys и His в позициях 35, 92, 98 легкой цепи и 99, 107 

тяжелой цепи; 

Критериям отбора удовлетворяло девять вариантов с одиночными заменами. Все 

девять отобранных вариантов более чем на порядок чаще образовывали предреакцион-

ный комплекс. Этот факт свидетельствует о том, что в результате отбора были полу-

чены варианты антител, демонстрирующих более выгодное для реакции позициониро-

вание субстрата в активном центре. Для оценки эффективности такого позиционирова-

ния были рассчитаны коэффициенты диффузии молекулы параоксона при моделиро-

вании молекулярной динамики (рис. 12). В качестве стартового состояния использо-

вали состояние предреакционного комплекса. Очевидно, что меньшее значение коэф-

фициента диффузии, свидетельствует о низкой скорости удаления субстрата от пред-

реакционного состояния, тем самым увеличивается вероятность образования переход-

ного комплекса реакции.  

 

Рис. 12. Коэффициенты диффузии для параоксона в различных мутантах при класси-

ческом моделировании молекулярной динамики. Варианты, имеющие коэффициент в 

диапазоне (0–0.025)×10-5 выделены синим цветом, (0.025–0.05)×10-5 – голубым, (0.05–

0.075)×10-5 – оранжевым, >0.075×10-5 – красным. 
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Таким образом, полученные результаты отражают эффективность позициониро-

вания параоксона в активном центре мутантных антител. Как видно из рисунка 12 ва-

риант L-S35R имеет низкое значение коэффициента диффузии с наименьшим стандарт-

ным отклонением, это делает его наиболее привлекательным кандидатом для дальней-

шего изучения.  

Результаты исследования кинетических характеристик мутантных антител в ре-

акции с параоксоном приведены в таблице 1.  

Таблица 1. Кинетические параметры реакции взаимодействия мутантов антитела A17 

с параоксоном в условиях стационарной кинетики. Измерения проводили при 25оС, 

концентрация активных центров мутантов A17 – 10 мкМ, концентрацию параоксона 

варьировали от 20 до 1000 мкM. Н. Д – не детектируется.  

Параоксон 

 
k2 

(мин-1) 

KD 

(M) 

k3 

(мин-1) 

k2/KD 

(M-1 мин-1) 

L-S35R 7.8×10-2 3.40×10-4 Н.Д. 229 

L-S35K 8×10-2 6.00×10-4 Н.Д. 133 

L-S35H 1.2×10-2 6.00×10-4 1.2×10-4 20 

H-L99R 0.6×10-2 5.10×10-4 Н.Д. 11.7 

L-S35E Н.Д Н.Д Н.Д - 

L-S35A Н.Д Н.Д Н.Д - 

A17 Н.Д. Н.Д. 1.6×10-4 1.35 

 

Анализ кинетических данных по взаимодействию антител с параоксоном пока-

зал, что мутант L-S35R проявляет более чем 170-кратное увеличение эффективности 

взаимодействия с параоксоном по сравнению с антителом дикого типа А17 со значени-

ями бимолекулярной скорости реакции (k2/KD) 229 М-1 мин-1 и 1.35 М-1 мин-1 соответ-

ственно (Таблица 1), что согласуется с компьютерными расчетами и, по всей видимо-

сти, связано с наиболее выгодным позиционированием субстрата в активном центре, 

увеличением вероятности образования переходного состояния реакции и, как след-

ствие, скорости всего процесса. Детализация механизма взаимодействия наиболее ак-

тивного мутанта L-S35R показала, в реакции с параоксоном реализуется механизм ин-

дуцированного соответствия, который включает в себя две стадии – стадию некова-

лентного связывания субстрата и затем стадию перестройки комплекса абзим/субстрат, 

при этом скорость лимитирующей является первая стадия нековалентного связывания 
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параоксона в активном центре. Рассчитанные индивидуальные константы были равны 

360±20 М-1мин-1 и 76±5 мин-1 для kobs1  и kobs2, соответственно 

Анализ структур L-S35R (pdb 5ADP) и L-S35R-Par (pdb 5ADO) показал, что оста-

ток L-R35 в структуре ковалентного комплекса образует широкую сеть водородных 

связей с участием молекулы параоксона, остатка H-N105 и молекул воды. Очевидно, 

что эти взаимодействия стабилизируют фосфорилированный белок. Наложение струк-

тур L-S35R и L-S35R-Par позволило установить, что остаток L-R35 смещается 5.2 Å, и 

в освободившееся пространство укладывается остаток параоксона (рис. 13). Это 

наглядно демонстрирует реализацию механизма индуцированного соответствия, пока-

занного выше.  

 Рис. 13. Рентгеноструктурный 

анализ антитела L-S35R. Пока-

зана суперпозиция структур ак-

тивных центров L-S35R (розо-

вый) и L-S35R-Par (зеленый). 

Каталитический остаток L-

Tyr37 показан зеленым, амино-

кислотные остатки – серым, 

остаток параоксона – черным, 

смещение остатка L-R35 –пунк-

тирной линией. 

 

 

 

 

2. Разработка микрофлюидной технологии высокопроизводительного скрининга 

биокаталитической активности в каплях двойной эмульсии. 

Для решения проблемы скрининга биокаталитической активности в данной дис-

сертационной работе была предложена новая технология, основанная на использова-

нии микрофлюидных капель двукратной эмульсии вода/масло/вода. Схематично она 

представлена на рисунке 14 и состоит из следующих этапов: 

1. Выбор биокатализатора; 

2. Создание библиотеки на основе гена биокатализатора; 

3. Клонирование в вектор для экспрессии; 

4. Экспрессия гена на поверхности клетки; 
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5. Инкапсуляция клеток в капли двойной эмульсии с использованием микрофлюид-

ного чипа; 

6. Отбор положительных капель с использованием клеточного сортера. 

 

Рис. 14. Общая схема микрофлюидной платформы для ультравысокопроизводитель-

ного скрининга биокаталитической активности. 

 

При создании платформы был использован принцип компартментализации in 

vitro в капли двукратной эмульсии. Однако, в отличие от методов, опубликованных ра-

нее, разработанная платформа использует принцип микрофлюидной генерации капель. 

Это позволяет добиться высокой степени монодисперсности капель. Использование ка-

пель одного размера имеет ряд преимуществ, основными среди которых являются: 

• Обеспечение равных условий проведения реакции внутри каждой эмульсионной 

капли, за счет создания одинаковых концентраций реагентов. Это позволяет много-

кратно снизить соотношение сигнал/шум, повысить чувствительность и специфич-

ность отбора, что особенно важно для проведения отбора биокатализаторов;  
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• Возможность использовать мягкие условия инкапсуляции, что позволяет ис-

пользовать технологию для живых клеток;  

• Возможность программировать управление условиями генерации капель, что 

позволяет точно контролировать количество клеток в каждой капле. 

Для доказательства применимости разработанной системы скрининга мы ис-

пользовали дрожжевой дисплей в системе Pichia pastoris. Для того, чтобы показать 

принципиальную возможность отбора биокатализаторов заякоренных на поверхности 

дрожжевых клеток с помощью микрофлюидной технологии был поставлен следующий 

эксперимент (Рис. 15). Смесь дрожжевых клеток в соотношении 1:10 «активных», про-

дуцирующих заякоренный фермент ДНКазаI и внутриклеточный красный флуорес-

центный белок-репортер mCherry, и «неактивных» клеток, продуцирующих Fab-фраг-

мент антитела А17, инкапсулировали совместно с субстратом в капли дввукратной 

эмульсии. После протекания реакции, полученные капли анализировали с помощью 

флуоресцентной микроскопии и отбирали с помощью FACS.  

 Рис. 15. Общая схема 

отбора дрожжевых 

клеток с заякоренными 

биокатализаторами с 

применением микро-

флюидной технологии 

скрининга биокатали-

тической активности. 

 

Для того чтобы оце-

нить эффективность скрининга биокаталитической активности от соотношения «ак-

тивных» и «неактивных» клеток, была проведена серия отборов клеток с заякоренным 

ферментом ДНКазаI из смеси с различным соотношением неактивных клеток в диапа-

зоне от 1:10 до 1:100000 (Рис. 16).  

Для каждого соотношения был проведен один раунд отбора. Как видно из ри-

сунка 16 для соотношений 1:10 и 1:100 степень обогащения «активных» клеток из 

смеси с «неактивными» была близка к теоретическому пределу. Теоретический предел 

– максимальное количество «активных» клеток, которое может быть реализовано при 

заданной величине степени заполнения λ. Для использованной в данном эксперименте 

степени заполнения λ=0.5 максимальная специфичность отбора составляет 78.7%. Для 
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максимального анализируемого разведения 1:100000 было обнаружено более 35% «ак-

тивных» клеток, что лишь в 2 раза меньше, чем теоретический предел. Таким образом, 

с использованием разработанной микрофлюидной платформы скрининга можно про-

водить отбор клеточных библиотек генов биокатализаторов с размером не менее 1×105 

за один раунд скрининга. 

Рис. 16. Анализ эффективности отбора 

биокаталитической активности от соот-

ношения «активных» и «неактивных» 

клеток. 

 

При скрининге библиотек фер-

ментов возможна ситуация, когда вари-

анты одного и того же фермента, пред-

ставленные в библиотеке, могут обла-

дать различным уровнем ферментатив-

ной активности. Для того чтобы оце-

нить селективность и эффективность отбора при различных уровнях активности био-

катализатора была создана библиотека активного центра БуХЭ. Библиотека представ-

ляла собой статистическую замену аминокислот в ацил-связывающей петле 284-

TPLSV-288. Размер библиотеки составил 3×105 вариантов. Полученная библиотека 

была клонирована в вектор для клеточного дисплея pPic9k-α-Lib_BChE-FLAG-anchor 

и инкапсулирована в капли двукратной эмульсии совместно с соответствующим флуо-

рогенным субстратом. Было установлено, что библиотека БуХЭ 284-TPLSV-288 обла-

дала существенно более низким средним уровнем специфической активности (Рис. 

17А, врезка), который составил менее 0.5% от активности фермента дикого типа. Для 

выбора популяции клеток с «высоким», «средним» и «низким» уровнями активности 

использовали гейты G1-G3, соответственно (G1>G2>G3) (Рис. 17А). После отбора по-

пуляций с использованием гейтов G1-G3 и последующей регенерацией клеток устано-

вили, что клоны, отобранные из капель с наименьшим уровнем флуоресценции, обла-

дают наименьшим уровнем активности, и наоборот. Для количественной оценки эф-

фективности отбора ферментов с различным уровнем идентичной активности из каж-

дой популяции было выбрано по одному клону. Были получены клоны cl.3, cl.8 и cl.13 

из популяций G1, G2 и G3, и активностями 1.1%, 5.4% и 55% от активности БуХЭ ди-
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кого типа, соответственно. Инкапсуляция индивидуальных клонов cl.3, cl.8, cl.13 и «не-

активных» клеток совместно с субстратом в капли двукратной эмульсии приводила к 

образованию популяций с четырьмя различными уровнями флуоресценции накопле-

ния продукта: cl.3 – «много», cl.8 – «средне», cl.13 – «мало», на основании этого были 

выбраны соответствующие гейты. Далее смесь клеток клонов cl.3, cl.8 и cl.13 и «неак-

тивных» клеток в соотношении 1:1:1:1000 инкапсулировали в капли двукратной эмуль-

сии и отбирали с использованием выбранных гейтов «Много», «Средне», «Мало». По-

сле регенерации клеток из капель, распределение вариантов cl.3, cl.8 и cl.13 и «неак-

тивных» клеток было проанализировано методом ПЦР в реальном времени. В резуль-

тате обогащение cl.3 и cl.8 происходило с эффективностью, близкой к максимальной. 

Эффективность обогащения cl.13 была ниже и составляла примерно 10% от максималь-

ной (Рис. 17Б). 

 

Рис. 17. Анализ селективности и эффективности отбора при различных уровнях актив-

ности биокатализаторов, заякоренных на поверхности дрожжевой клетки. (А) Анализ 

активности индивидуальных клонов библиотеки до и после отбора, полученных с ис-

пользованием гейтов G1-G3. Во врезке представлено распределение флуоресценции 

капель, содержащих контрольные клетки (серый), клеточную библиотеку БуХЭ (розо-

вый), а также фермент БуХЭ дикого типа (синий). Показаны использованные для от-

бора гейты G1-G3, соответствующие «высоким», «средним» и «низким» уровнями 

флуоресценции капель. (Б) Мутанты БуХЭ с различным уровнем активности приводят 

к образованию капель с различным уровнем флуоресценции. 

 

Таким образом, для клеток, обладающих активностью более чем в 5 раз превы-

шающей активность контрольных клеток возможен эффективный отбор из смеси, где 

их популяция менее 0.1%. В то же время, для клеток с уровнем активности примерно в 
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2 раза превышающим контрольный, эффективный отбор возможен лишь при концен-

трации такой популяции более 0.1%. Для отбора высокоактивных ферментов популя-

ция активных клеток может быть менее 0.001%. Необходимо отметить, что селекция 

капель, обладающих средней и низкой активностью, приводит к эффективному исклю-

чению высокоактивных вариантов. Это может быть использовано для отбора вариан-

тов фермента, приводящих к потере его активности. 

Работоспособность разработанной технологии для поиска новой биокаталитиче-

ской активности была доказана на примере скрининга библиотеки мутантов БуХЭ, с 

целью поиска вариантов, способных к каталитическому гидролизу фосфорорганиче-

ских токсинов. Для этого была использована клеточная библиотека мутантов БуХЭ в 

регионе 284-TPLSV-288, описанная выше, а также фосфорорганические ингибиторы – 

параоксон (POX) и кумариновый аналог зомана (GDС). Клеточную библиотеку инку-

бировали с ингибиторами в течении 30 минут. После удаления остатков непрореагиро-

вавших молекул ингибитора, инкапсулированные клетки подвергали отбору на нали-

чие остаточной специфической активности. В результате одного раунда селекции были 

отобраны клоны cl.14 и cl.15, демонстрирующие устойчивость к ингибированию пара-

оксоном, и cl.19 устойчивый к GDС. 

Кинетический анализ отобранных клонов cl.14 и cl.15 показал наличие остаточ-

ной активности в случае длительного ингибирования POX. Использование флуорес-

центного аналога параоксона – параоксон-резоруфина (POX-R) подтвердило каталити-

ческий гидролиз фосфорорганического субстрата, с константами скорости реактива-

ции 1.0×10-4 сек-1
 и 1.1×10-4 сек-1 для cl.14 и cl.15, соответственно, причем эффектив-

ность образования ковалентного комплекса для клона cl.14 была сравнима с ферментом 

дикого типа (WT) (Таблица 2).  

Таблица 2. Кинетические константы реакции ферментов БуХЭ дикого типа (WT) и 

отобранных клонов cl.14, cl.15 и cl.19 с фосфорорганическими токсинами POX и GDС. 

ФОТ POX GDC 

БуХЭ WT 
Отобранные клоны Контроль WT Отобранные клоны Контроль 

cl.14 cl.15 cl.19  cl.14 cl.19 cl.15 

k1/Ki×10-1c-1 290±30 260±40 25±4 140±20 3±1 0.5±0.1 0.05±0.01 2.0±0.5 

k2×104, c-1 - 1.0±0.1 1.1±0.1 - - - - - 
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Клон cl.19 устойчивый к GDС, не обладал каталитической активностью. Это мо-

жет быть связано с описанным в литературе фактом быстрого «старения» ковалентных 

комплексов зомана (τ1/2 < 1 минуты) по сравнению с ковалентными комплексами пара-

оксона (τ1/2 = 8.6 часов).  

Таким образом, в результате проведения одного раунда селекции относительно 

небольшого репертуара мутантов БуХЭ были получены варианты фермента, обладаю-

щие новой, не характерной для БуХЭ, каталитической активностью по отношению к 

фосфорорганическому субстрату параоксон. Использование разработанной микро-

флюидной технологии скрининга позволило обнаружить несколько позиций для ами-

нокислотных замен в активном центре БуХЭ, приводящих к индукции каталитического 

гидролиза ФОТ, чего не удавалось достигнуть классическими методами рационального 

дизайна более чем за двадцать лет поиска. 

 

3. Разработка технологии получения биокатализаторов пролонгирован-

ного действия. 

Для успешной реализации исследований по созданию и направленному измене-

нию функциональной активности биокатализаторов важно учитывать, что одним из ос-

новных требований к биологическому терапевтическому препарату является необхо-

димость его существования в организме в течение времени, достаточного для осу-

ществления терапевтического действия. Для биокатализаторов терапевтического 

назначения это ситуация осложняется необходимостью сохранения каталитической ак-

тивности в течение всего времени действия препарата. Таким образом, очевидно, что 

помимо разработки новых методов индукции каталитической активности и адаптации 

ее под заданный биокаталитический процесс, а также создания новых технологий по-

иска биокаталитической активности, необходима разработка способов обеспечения 

пролонгации терапевтического действия препаратов на основе биокатализаторов.  

В качестве объекта исследований мы выбрали бутирилхолинэстеразу человека, 

как пример препарата биологического антидота, одобренного FDA, а также как фер-

мент, на основе которого в рамках данной диссертационной работы мы получили ката-

литический антидот против отравления параоксоном. 
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Для решения этой задачи использовали две стратегии усиления терапевтиче-

ского эффекта: (i) за счет химической модификации рекомбинантного фермента поли-

сиаловой кислотой (ПСА) и (ii) за счет модификации экспрессионной системы фер-

мента и создания БуХЭ исключительно в тетрамерной форме (4рчБуХЭ). 

3.1. Оптимизация фармакодинамических параметров рчбухэ химическим 

полисиалированием in vitro  

Для проведения химического полисиалирования рекомбинантной БуХЭ были 

созданы генетические конструкции для экспрессии гена фермента в клетках линии 

CHO-K1. В результате котрансфекции генетическими конструкциями 

pBudCE/EF/BChE (поколение G0) и pcDNA/EF/PRAD был получен клон А3 (поколение 

GI), который позволял получать до 30 мг/л активного фермента в олигомерной форме. 

Анализ кинетических констант реакции гидролиза специфического субстрата бутири-

лтиохолин йодида препаратами рчБуХЭ и БуХЭ из плазмы крови человека (пчБуХЭ) 

показал, что значения констант КМ и kcat равны в пределах ошибки. Были определены 

фармакокинетические параметры выведения препарата рчБуХЭ из кровотока мыши 

после однократной инъекции в хвостовую вену. Рассчитанные значения периода полу-

выведения, периода полураспределения и среднее время удерживания препарата 

рчБуХЭ в крови (MRT), составили 180±30, 4±1 и 220±50, соответственно. Как видно из 

полученных результатов препарат рчБуХЭ быстро выводится из кровотока, что делает 

нецелесообразным использование его в качестве профилактического антидота против 

отравлений ФОТ.  

Для решения проблемы быстрого выведения фермента из кровотока был приме-

нен комбинаторный метод подбора условий химического полисиалирования (Рис. 18). 

Была использована окисленная полисиаловая кислота со средней молекулярной массой 

27 кДа (ПСА27), которая реагировала с аминогруппами фермента через образование 

основания Шиффа, и последующим восстановлением цианборгидридом натрия.  
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Рис. 18. Схема реакции химического полисиалирования рчБуХЭ (А) и поэтапный 

подбор оптимальных условий реакции химического полисиалирования. Остаточная 

активность и выход реакции изображены сетчатой и цветной плоскостями соответ-

ственно (Б-Е) 

 

Для определения оптимальных условий реакции последовательно варьирова-

лись основные параметры реакции: pH, концентрация восстановителя NaBH3CN, моле-

кулярное соотношение рчБуХЭ:ПСА, температура и время реакции. 

На основании результатов проведенных исследований (Рис. 18, Б-Е) были вы-

браны оптимальные условия модификации, позволяющие получать препарат БуХЭ с 

выходом не менее 80% и сохранением более чем 90% активности. Оптимальными усло-

виями были: 0.1 М фосфатный буфер, pH=6.9, молярное соотношение рчБуХЭ:ПСА = 

1:50, конечная концентрация восстановителя 3 мг/мл при времени реакции 16 часов и 

температуре +4оС.  

Результаты исследования показали, что использование химического полисиали-

рования позволило увеличить время полувыведения препарата рчБуХЭ-ПСА27 в шесть 

раз по сравнению с препаратом немодифицированной рчБуХЭ. Значения параметров 

составили 1000±140, 21±13 и 1400±200 для периода полувыведения, периода полурас-

пределения и MRT, соответственно.  

Было определено, что препараты БуХЭ обладают высокой реакционноспособно-

стью по отношению к боевому отравляющему веществу – VR, которая практически не 
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зависит от типа используемого биокатализатора (Таблица 3). Этот факт стал основа-

нием для изучения защитных свойств полученных препаратов БуХЭ при отравлении 

мышей ФОТ VR. 

 Таблица 3. Анализ бимолекулярной кон-

станты ингибирования препаратов рчБуХЭ, 

рчБуХЭ-ПСА27 и пчБуХЭ фосфорорганиче-

ским токсином VR. 

 

Для определения защитного индекса пре-

параты рчБуХЭ-ПСА27 и пчБуХЭ вводили в ко-

личестве 21 мг/кг, что соответствовала 5-ти кратному молярному избытку от концен-

трации LD50 агента VR (11.6 мкг/кг). Введение производили в хвостовую вену; через 

30 минут после инъекции, внутримышечно вводили раствор VR в диапазоне от LD10 

до LD100 (рабочие группы) или физиологический раствор (группа контроля). Живот-

ных наблюдали в течение пяти дней, оценивали их смертность и определяли защитный 

индекс (Таблица 4). Для выживших животных определяли возможные побочные эф-

фекты в тесте «Открытое поле», изучали физическую выносливость в тесте на «тред-

бане». Значение защитного индекса препарата рчБуХЭ-ПСА27 составляет 4.2, что не-

значительно ниже аналогичного показателя для пчБуХЭ (4.7). Результаты наблюдений 

за поведением и физиологическим состоянием животных показали, что в течение пер-

вых трех часов после введения VR происходит значительный спад в активности живот-

ных всех исследуемых групп. Спустя 24 часа, все животные получившие дозу антидота 

независимо от ее типа (рчБуХЭ-ПСА27 или пчБуХЭ) восстанавливали свои показатели 

поведения (Рис. 19). 

Таблица 4. Защитная эффективность препаратов рчБуХЭ-ПСА27 и пчБуХЭ по отно-

шению к ФОТ VR. 

Биокатализатор 

 

ЛД50×103, мг/кг) 

Защитный индекс, 

ЛД50
(Защищенные) / 

ЛД50
(Контрольные) 

Среднее 

95% доверительный  

интервал 

Верхний 

предел 

Нижний 

предел 

рчБуХЭ-ПСА27 

(n=20) 
79 69 90 4.2 

пчБуХЭ (n=24) 89 80 100 4.7 

Контроль (n=61) 19 18 20 - 
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Рис. 19. Анализ побочных эффектов при тера-

пии отравления агентом VR препаратами 

рчБуХЭ-ПСА27 и пчБуХЭ. (А-В) Тест «Откры-

тое поле. (Г) Испытание на физическую вынос-

ливость на «третбане». Наблюдение за испыту-

емыми животными проводили за 24 часа до 

введения препаратов рчБуХЭ-ПСА27 и 

пчБуХЭ (точка 1), непосредственно после вве-

дения препаратов (точка 2) и непосредственно 

после введения агента VR (точка 3). Медиан-

ное значение контрольной группы принимали 

за 100% во всех экспериментах, заштрихован-

ные области соответствуют интерквантиль-

ному разбросу (ИКР) значений для контроль-

ной группы. 

 

Таким образом, можно утверждать, что 

химическое полисиалирование позволяет по-

лучить препарат, защитный индекс которого по 

отношению к VR лишь незначительно меньше 

защитного индекса препарата БуХЭ из плазмы 

крови человека. Внутривенное введение препа-

ратов рчБуХЭ-ПСА27 и пчБуХЭ не приводит к 

значимым отклонениям в поведении испытуе-

мых животных. Полное восстановление показателей поведения испытуемых животных 

через 24 часа после отравления VR свидетельствует о том, что весь ФОТ был полно-

стью инактивирован препаратами БуХЭ до того, как достиг своей биологической ми-

шени.  

На основании проведенных исследований доказано, что полученный препарат 

химически полисиалированной бутирилхолинэстеразы рчБуХЭ-ПСА27 безопасен для 

животных и удовлетворяет требованиям к биологическому антидоту. Для разработан-

ного препарата полисиалированной БуХЭ был проведен комплекс доклинических ис-

следований в рамках Государственного контракта № 13411.1008799.13.128 от 

27.06.2013 г. 
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3.2. Улучшение фармакокинетических характеристик рчБуХЭ за счет ее 

продукции исключительно в виде тетрамера 

Как показали представленные выше результаты экспериментов, химическое по-

лисиалирование рчБуХЭ, позволяет получить препарат с фармакокинетическими ха-

рактеристиками и защитной эффективностью близкой к препарату природной пчБуХЭ. 

Тем не менее, у химического полисиалирования есть недостаток, связанный с относи-

тельно высокими расходами на получение окисленной формы полисиаловой кислоты, 

а также необходимостью дополнительной очистки получаемого конъюгата рчБуХЭ-

ПСА. Альтернативной стратегией получения препарата пролонгированного действия 

является создание рчБуХЭ исключительно в тетрамерной форме – 4рчБуХЭ. Для ре-

шения задачи по получению 4рчБуХЭ с высоким уровнем продукции активного фер-

мента была создана серия генетических конструкций нового поколения для эффектив-

ной экспрессии гена фермента и его тетрамеризации (Рис. 20).  

В результате для создания клона-продуцента 4рчБуХЭ – 11E11 была использована экспресси-

онная генетическая конструкция третьего поколения pFUSE-MARX-29-PRAD-F2A-BChE, 

основными элементами которой являлись: 

• последовательность сильного синтетического промотора hEF/HTLV, последова-

тельность «самопроцессирующегося» пептида F2A, обеспечивающая 

одновременную экспрессию гена БуХЭ и PRAD-пептида, участвующего в 

естественном процессе тетрамеризации 4рчБуХЭ, нуклеотидная 

последовательность связывания с ядерным матриксом (MAR X-29) и последова-

тельность гена устойчивости к антибиотику зеоцин. 

 

Комплекс тетрамерной 4рчБуХЭ состоит из четырех субъединиц рчБуХЭ и одной мо-

лекулы PRAD-пептида. Был предположено, что в экспрессионных конструкциях поколения 

GII и GIII, PRAD-пептид продуцируется в некотором избытке по отношению к ферменту, и 

введение дополнительной последовательности гена БуХЭ может привести к увеличению 

уровня продукции целевого фермента. Эта предположение было реализовано в поколении кло-

нов-продуцентов GIII+, полученных счет трансфекции плазмидой pBudCE/EF/BChE+Neo 

клона-продуцента 11Е11, имеющего максимальный уровень продукции БуХЭ. 

В результате трансфекции генетической конструкцией pFUSE-MARX-29-PRAD-

F2A-BChE, содержащей последовательность сильного синтетического промотора 

hEF/HTLV, последовательность «самопроцессирующегося» пептида F2A, 
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обеспечивающая одновременную экспрессию гена БуХЭ и PRAD-пептида, 

участвующего в естественном процессе тетрамеризации 4рчБуХЭ, последовательность 

связывания с ядерным матриксом (MAR X-29) и последовательность гена устойчиво-

сти к антибиотику зеоцин, совместно с генетической конструкцией 

pBudCE/EF/BChE+Neo, несущей дополнительную копию гена БуХЭ и последователь-

ность гена устойчивости к генетицину, был получен клон-суперпродуцент – «клон 6», 

с уровнем продукции БуХЭ более 70 мг/л в исключительно тетрамерной форме (Рис. 

21). В дальнейшем «клон 6» был использован для препаративной наработки, выделения 

и очистки препарата 4рчБуХЭ для изучения его функциональных характеристик. 

 

Рис. 19. Схема, иллюстрирующая основные принципы, заложенные в основу создания 

генетических конструкций нового поколения (GII, GIII и GIII+), обеспечивающих про-

дукцию рчБуХЭ исключительно в естественной тетрамерной форме. 

 

Для корректного сравнения, выбранных стратегий получения препаратов про-

лонгированного действия на основе БуХЭ, были проведены исследования фармакоки-

нетических характеристик, профилей биодеградации и биораспределения препаратов 

немодифицированной рчБуХЭ, химически полисиалированного фермента рчБуХЭ-

ПСА27 и тетрамерной 4рчБуХЭ, дополнительно была проведена оценка влияния хи-

мического полисиалирования на характеристики конъюгата 4рчБуХЭ-ПСА24.  
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Рис. 21. Уровень продукции клонов-проду-

центов рчБуХЭ поколений GI, GII, GIII и 

GIII+, а также олигомерный состав рчБуХЭ, 

полученной с их помощью. 

 

Как было отмечено ранее, практиче-

ское применение рчБуХЭ без модификации 

в значительной степени затруднено ввиду ее 

крайне быстрой элиминации из кровотока. 

Модификация полисиаловыми кислотами 

позволяет более чем в 5 раз повысить фар-

макокинетические характеристики рчБуХЭ 

(Таблица 5). В то же время 4рчБуХЭ обла-

дает характеристиками более чем в 2 раза 

лучшими по сравнению с конъюгатом 

рчБуХЭ-ПСА27, что делает ее лидером среди исследованных препаратов по продол-

жительности циркуляции в организме.  

Таблица 5. Фармакокинетические характеристики препаратов рчБуХЭ, рчБуХЭ-

ПСА27, 4рчБуХЭ и 4рчБуХЭ-ПСА24. 

 

 

Для изучения влияния химического полисиалирования на профиль биораспреде-

ления и накопления препарата 4рчБуХЭ были проведены эксперименты с использова-

нием препаратов, меченных радиоизотопом 125I. Препараты 4рчБуХЭ и 4рчБуХЭ-

ПСА24 вводили внутривенно и анализировали их накопление в различных тканях и 

органах через 0.5, 3 и 48 ч относительно соответствующей радиоактивности образцов 

крови (Рис. 22).  

Препарат 
Фармакокинетические параметры 

t1/2распр., ч t1/2вывед., ч MRT, ч 

рчБуХЭ 0.2±0.1 3±1 3±1.6 

рчБуХЭ-ПСА27 0.3±0.1 14±2 19±3 

4рчБуХЭ 2.4±0.3 33±2 43±4 

4рчБуХЭ-ПСА24 0.8±0.2 19±2 27±3 
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Рис. 22. Профили распре-

деления препаратов 

4рчБуХЭ и 4рчБуХЭ-

ПСА24, меченных 125I, по 

органам, полученные че-

рез 0.5, 3 и 48 ч после 

внутривенного введения. 

Специфическую радиоак-

тивность определяли как 

отношение общей радио-

активности органа (в 

cpm/вес органа в грам-

мах) к общей радиоактив-

ности крови (cpm/мл 

крови для каждого интер-

вала времени). 

Было показано, что в течение первых 3 часов не наблюдается специфического 

накопления препаратов 4рчБуХЭ и 4рчБуХЭ-ПСА24 в органах, однако происходит 

ярко выраженное выведение с мочой, по-видимому, связанное с продуктами биодегра-

дации препаратов. Накопление препаратов в почках и печени происходит спустя 48 

часов и значительно более выражено у 4рчБуХЭ. Как уже отмечено ранее, фармакоки-

нетика выведения 4рчБуХЭ и 4рчБуХЭ-ПСА24 крайне сходна в течение первых 24 ча-

сов, что проявляется также сходством профилей биораспределения. В то же время, спу-

стя 48 часов фармакокинетические свойства 4рчБуХЭ лучше по сравнению с 4рчБуХЭ-

ПСА24. По-видимому, это связано с более ярко выраженным накоплением 4рчБуХЭ в 

почках, что приводит к уменьшению скорости ее выведения. Наряду с этим можно от-

метить крайне низкую концентрацию препаратов рчБуХЭ в мозге, а также в жировой 

и мышечной ткани. Остаточная радиоактивность в этих тканях, по-видимому, связана 

с наличием кровеносных сосудов, что говорит об ограниченной способности к проник-

новению, характерной для препаратов БуХЭ. 

Для демонстрации защитного действия 4рчБуХЭ использовали мышиную мо-

дель отравления ФОТ параоксоном. Несмотря на то, что уровень эндогенной БуХЭ не-

высок, тем не менее фермент может влиять на тяжесть отравления параоксоном, по-

этому для дальнейших исследований защитных свойств 4рчБуХЭ были использованы 

мыши BALB/c (WT) и мыши, нокаутные по гену БуХЭ (KO). Как и ожидалось мыши, 

нокаутные по гену БуХЭ, демонстрировали большую чувствительность по отношению 

к отравлению параоксоном. Это отражалась в более низком значении LD50 500±10 
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мкг/кг (Рис. 23А) и более тяжелых симптомах отравления (Рис. 23Б). Внутривенное 

введение препарата 4рчБуХЭ в дозе 50 мг/кг приводило к увеличению LD50 как у но-

каутных мышей (с 500±10 до 580±20 мкг/кг), так и у мышей дикого типа (с 520±15 до 

660±20 мкг/кг) (Рис. 23А). Также было отмечено значительное снижение тяжести симп-

томов отравления нокаутных мышей и мышей дикого типа (Рис. 23Б). Внутривенное 

введение препарата 4рчБуХЭ в дозе 50 мг/кг, обеспечивало 100% и 78% выживаемость 

мышей дикого типа и нокаутных мышей, получивших абсолютно летальную дозу па-

раоксона 600 мкг/кг (≈1,2 LD50) и 550 мкг/кг (≈1,1 LD50) соответственно.  

Как было показано выше препарат 4рчБуХЭ практически не обнаруживается в 

мозге, что связано с невозможностью, в отличии от параоксона, преодоления гемато-

энцефалического барьера. Поэтому даже несмотря на низкий уровень эндогенной 

БуХЭ в сравнении с количеством вводимого препарата 4рчБуХЭ, ее количества, ассо-

циированного с нейронами, оказывается достаточно для осуществления протективной 

функции при отравлении параоксоном. Это отражается в значительно большем сдвиге 

значения LD50 у мышей дикого типа (27% увеличение) в сравнении со значением LD50 

у нокаутных мышей (16% увеличение) в результате терапии 4рчБуХЭ. 

Рис. 23. (А) Выживае-

мость мышей дикого типа 

(WT), а также мышей, нокаут-

ных по гену БуХЭ (KO), без 

терапии и с терапией 

4рчБуХЭ. (Б) Тяжесть прояв-

ления симптомов отравления 

мышей, получивших POX в 

дозе 500 и 600 мкг/кг, во вре-

мени. 0 – отсутствие призна-

ков; 1 – остановка двигатель-

ной активности и начало 

подъема в стойку после отрав-

ления; 3 – начало тремора; 2 – 

окончание тремора; 4 –прояв-

ление максимальных призна-

ков отравления; 5 – кома; 6 – 

смерть.  

 

 

Таким образом, использование препарата 4рчБуХЭ представляет более привле-

кательную альтернативу препаратам на основе модифицированной рчБуХЭ, так как 
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позволяет добиться более высоких фармакокинетических показателей, в сравнении с 

рчБуХЭ и рчБуХЭ-ПСА27. Биотехнологическое получение препарат 4рчБуХЭ анало-

гично рчБуХЭ и значительно более целесообразно экономически, чем получение конъ-

югата рчБуХЭ-ПСА27, поскольку отсутствуют стадия модификации (где используется 

50-кратный избыток ПСА) и дополнительные стадии очистки. Неожиданно, что хими-

ческая модификация 4рчБуХЭ полисиаловыми кислотами в свою очередь не приводит 

к дальнейшему улучшению фармакокинетики 4рчБуХЭ-ПСА24, что может свидетель-

ствовать о существовании дополнительных естественных механизмов стабилизации 

4рчБуХЭ. 

Заключение. 

Представленная диссертационная работа посвящена разработке новых принци-

пов создания биокатализаторов с новыми функциональными активностями, а также со-

зданию новых технологий направленного изменения биокаталитической активности.  

В ходе выполнения диссертационной работы была усовершенствована техноло-

гия получения биокатализаторов на основе антител. Предложенный в диссертационной 

работе метод получения «реактибоди», позволяет создавать эволюционно более совер-

шенные биокатализаторы на основе антител, реализующие механизм «ковалентного» 

катализа. В частности, использование этого подхода позволило получить первое ката-

литическое антитело, способное гидролизовать фосфорорганическое соединение пара-

оксон именно по механизму ковалентного катализа. Разработана и представлена новая, 

не имеющая аналогов в мире, технология направленного изменения активности биока-

тализаторов на основе антител с использованием квантово-механических расчетов ре-

акций ими катализируемых, позволяющая создавать и проводить широкомасштабный 

скрининг виртуальных библиотек антител с целью направленного улучшения их функ-

циональной активности. Был получен мутант L-S35R, который проявляет 170-кратное 

увеличение эффективности взаимодействия с фосфорорганическим пестицидом пара-

оксон в сравнении с исходным антителом А17. Создана платформа для ультравысоко-

производительного скрининга биокаталитической активности в каплях двукратной 

микрофлюидной эмульсии. Высокая селективность и чувствительность платформы 

позволили детектировать различные типы активности, а также дискриминировать 

уровни одинаковой активности. С использованием разработанной платформы были 
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найдены новые каталитические антидоты на основе рчБуХЭ, способные к самореакти-

вации при ингибировании пестицидом параоксон.  

Представлены два независимых подхода к созданию препаратов пролонгирован-

ного действия на основе биокатализаторов. Впервые успешно осуществлено химиче-

ское полисиалирование гидролитического фермента с целью создания на его основе 

терапевтического препарата пролонгированного действия. Подобраны условия реак-

ции, позволяющие получать конъюгат рчБуХЭ–ПСА27 с 80%-ным выходом. Примене-

ние химического полисиалирования существенно улучшило фармакокинетические па-

раметры рекомбинантного фермента, увеличив время полувыведения модифицирован-

ной рчБуХЭ в 5.5 раз. Успешно проведены доклинические исследования препарата. 

Полисиалированный препарат показал высокую эффективность в качестве профилак-

тического биологического антидота. Защитный индекс по веществу VR составил 4.2 

ЛД50, что сопоставимо с препаратом БуХЭ плазмы крови человека. При реализации 

альтернативного подхода были получены новые экспрессионные конструкции для по-

лучения тетрамерной рекомбинантной БуХЭ (4рчБуХЭ) с уровнем продукции до 70 

мг/л. Разработанная технология продукции 4рчБуХЭ является уникальной и не была 

реализована ни в одной лаборатории мира. Создание тетрамерной рчБуХЭ позволило 

увеличить время полувыведения препарата в 10 раз по сравнению с олигомерной 

рчБуХЭ и в 2 раза по сравнению с конъюгатом рчБуХЭ-ПСА27. Внутривенное введе-

ние препарата 4рчБуХЭ в дозе 50 мг/кг обеспечивало 100% и 75% выживаемость мы-

шей WT и KO, получивших абсолютно летальную дозу POX 600 мкг/кг (≈1.2 LD50) и 

550 мкг/кг (≈1.1 LD50), соответственно.  

Результаты диссертации могут быть использованы для проведения фундамен-

тальных исследований биокаталитических процессов, получения новых биокатализа-

торов на основе антител. Разработанная в ходе выполнения диссертационной работы 

меттехнология in silico созревания антител является универсальной. Она основана 

только на знании механизма каталитической реакции, которое и определяет дальней-

шее направление поиска. Таким образом, она может быть применима к биокатализато-

рам любой природы. Представленная в работе технология высокопроизводительного 

скрининга биокаталитической активности может быть использована для поиска и но-

вых ферментов без ограничения на механизм каталитической реакции. Метод также 
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является универсальным и может быть адаптирован для поиска других типов функци-

ональной активности, например, антимикробной активности. Предложенный метод 

комбинаторного поиска условий химической модификации биокатализаторов может 

быть использован для получения терапевтических препаратов пролонгированного дей-

ствия на основе ферментов.  

Степень достоверности результатов обеспечивается тем, что все экспериментальные 

работы выполнены на современном сертифицированном оборудовании, и с использо-

ванием самых современных методов генетической инженерии, молекулярной биоло-

гии, энзимологии и методов структурных исследований. Для решения задач по кван-

тово-механическим расчетам использован суперкомпьютер «Ломоносов», которые 

располагается на 52-ом месте в рейтинге «ТОП 500» лучших суперкомпьютеров мира. 

Структурные исследования проводились при использовании возможностей двух луч-

ших центров структурных исследований ESRF (г. Гренобль, Франция) и EMBL (г. Гам-

бург, Германия). 

Очевидно и практическая значимость работы, в частности результаты, демон-

стрирующие значительное преимущество липосомальных композиций при индукции 

заданного гуморального ответа стали обоснованием проведения НИОКР «Доклиниче-

ские исследования иммунобиологического средства пептидной природы для лечения 

ВИЧ инфекций», шифр «2.1.Пептид ВИЧ 2011» в рамках ГК № 11411.1008700.13.074  

от 13.09.2011г. Проведенные доклинические исследования доказали высокий уровень 

специфической активности и безопасности разработанного липосомального препарата.  

Для разработанного препарата полисиалированной рчБуХЭ-ПСА27 также был прове-

ден комплекс доклинических исследований в рамках Государственного контракта № 

13411.1008799.13.128 от 27.06.2013 г. 
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III. ВЫВОДЫ 

1. Разработана технология квантово-механических расчетов химических реакций, 

катализируемых антителами, позволяющая создавать и проводить широкомасштабный 

скрининг виртуальных библиотек антител с целью направленного улучшения их функ-

циональной активности. Получен мутант L-S35R, который проявляет 170-кратное уве-

личение эффективности взаимодействия с фосфорорганическим пестицидом параок-

сон по сравнению с исходным антителом А17.  

2. Создана платформа для ультравысокопроизводительного скрининга биокатали-

тической активности в каплях двойной микрофлюидной эмульсии. Высокая селектив-

ность и чувствительность платформы позволили детектировать различные типы актив-

ности, а также дискриминировать уровни одинаковой активности. 

3. С использованием разработанной платформы были найдены новые каталитиче-

ские антидоты на основе рекомбинантной бутирилхолинэстеразы человека (рчБуХЭ), 

способные к самореактивации при ингибировании пестицидом параоксон.  

4. Впервые успешно осуществлено химическое полисиалирование гидролитиче-

ского фермента с целью создания на его основе терапевтического препарата пролонги-

рованного действия. Применение химического полисиалирования существенно улуч-

шило фармакокинетические параметры рекомбинантного фермента, увеличив время 

полувыведения модифицированной рчБуХЭ в 5,5 раз. Полисиалированный препарат 

показал высокую эффективность в качестве профилактического биологического анти-

дота. Защитный индекс по веществу VR составил 4.2 ЛД50, что сопоставимо с препа-

ратом БуХЭ плазмы крови человека. Успешно проведены доклинические исследования 

препарата. 

5. Впервые были получены новые экспрессионные конструкции для получения 

олигомерно чистой 4рчБуХЭ с уровнем продукции до 70 мг/л. Создание тетрамерной 

рчБуХЭ позволило увеличить время полувыведения препарата в 10 раз по сравнению 

с олигомерной рчБуХЭ и в 2 раза по сравнению с конъюгатом рчБуХЭ-ПСА27. Внут-

ривенное введение препарата 4рчБуХЭ в дозе 50 мг/кг обеспечивало 100% и 75% вы-

живаемость мышей WT и KO, получивших абсолютно летальную дозу POX 600 мкг/кг 

(≈1.2 LD50) и 550 мкг/кг (≈1.1 LD50), соответственно. 
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