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1. Введение. Химический и биологический 
катализ — комплементарные основы 
устойчивого развития

Современные ресурсные, энергетические и экологические 
проблемы ставят общество перед необходимостью созда-
ния и масштабирования принципиально новых методов 
конверсии вещества и энергии. Материально-технологиче-
ское и экологическое развитие общества, рост народонасе-
ления требуют интенсификации производства и в ряде слу-
чаев качественного изменения базовых технологических 

процессов, создающих основу условий существования че-
ловека. Принципиально важными являются глобальные 
проблемы взаимодействия человека и окружающей среды. 
Особеннно актуальными представляются оценка тенденций 
научно-технического прогресса и разработка основ страте-
гического государственного планирования с учетом этих 
тенденций и имеющегося технологического опыта.

С целью достижения устойчивого развития, деклариро-
ванного ООН в 2015 г., международное индустриальное и 
экономическое сообщество прилагает значительные усилия 
для преобразования и улучшения существующих производ-

Оглавление
1. Введение. Химический и биологический катализ — 	 2 

комплементарные основы устойчивого развития
2. Суперкомпьютерные технологии и биоинформатика — 	 5 

фундаментальный прорыв в понимании молекулярных 
механизмов действия ферментов

3. Постгеномная эпоха — новые технологии поиска 	 8 
и создания биокатализаторов
3.1. Выбор исходного фермента	 9
3.2. Биоинженерия фермента	 11
3.3. Гибридные биокатализаторы на основе ферментов	 11

4. Белковая инженерия и посттрансляционные 	 11 
модификации — создание ферментов с новыми свойствами
4.1. Люциферазы — ферменты, продуцирующие кванты 	 11 

света
4.2. Органофосфатгидролазы — ферменты, разрушающие	 13 

нейротоксины
4.3. Посттрансляционные модификации ферментов	 14
4.4. Генно-инженерные полисахаридгидролазы	 16

5. Биокатализ в медицине	 17
5.1. Биокаталитический синтез и бактериальная 	 17 

резистентность к антибиотикам
5.2. Ингибиторы холинэстераз — 	 18 

борьба с болезнью Альцгеймера
5.3. Биокаталитические процессы репарации ДНК	 19
5.4. Гемсодержащие пероксидазы: двойственная роль 	 22 

в организме человека

5.5. Мембранные и растворимые гидролазы (синтетазы) 	 24 
пирофосфата — ключевые ферменты энергетического 
обмена

5.6. Ферменты в детоксификационном биокатализе	 26
5.7. Терапевтические ферментативные нанореакторы	 27
5.8. Ферменты и наноматериалы в терапии 	 28 

и доставке лекарств
5.9. Ферменты — противоопухолевые препараты	 30
5.10. Наноконтейнеры для доставки белков 	 31 

и нуклеиновых кислот
6. Ферменты в анализе и диагностике	 32

6.1. Аптамеры в диагностике и терапии	 32
6.2. Технология биочипов с ферментативной детекцией 	 33 

для мультианализа
6.3. Ферменты в стимул-чувствительных микрогелях	 34
6.4. Измерение активности ферментов	 36  

и исследование белков с использованием спектроскопии 
гигантского комбинационного рассеяния

6.5. Биоэлектрокатализ и новые методы биоэлектроанализа	38
6.6. Молекулярный имиджинг ферментативной	 38  

активности in vivo
7. Заключение	 39
8. Благодарности	 40
9. Список сокращений	 41
10. Сведения об авторах	 41
11. Литература	 45

Обзор посвящен анализу современных достижений, актуальных проблем 
и практических применений ферментов в рамках химической и 
инженерной энзимологии. Рассмотрены достижения в фундаментальном 
понимании молекулярных механизмов, реализуемых в каталитических 
циклах ферментативных реакций, на основе методов квантовой 
(молекулярной) механики с использованием суперкомпьютерных 
технологий и методов биоинформатики. Конструирование белковых 
молекул биокатализаторов с новыми свойствами является принципиально 
значимой методологией биоинженерного подхода к решению практи
ческих задач, что продемонстрировано на ряде примеров. Возрастающая 
роль биокатализа в медицине и медико-биологических исследованиях 
проиллюстрирована решением задач синтеза антибиотиков и преодоле
ния бактериальной резистентности к ним, изучением механизмов 
нейродегенеративных заболеваний и разработкой препаратов для борьбы 
с болезнью Альцгеймера, исследованиями биокаталитических процессов 
репарации ДНК, роли механизмов функционирования гемсодержащих 
пероксидаз в организме человека. Большое развитие в последние 
десятилетия получило использование ферментов, разрушающих 
различные эндогенные и экзогенные токсиканты. Проанализированы 
успехи и проблемы применения ферментов в терапии и доставке лекарственных средств. Особо отмечена принципиально 
важная роль ферментов в современном анализе и диагностике. В обзоре рассмотрено также новое направление создания 
биоаналитических методов при использовании аптамеров, мультианалитических биочипов, систем гигантского 
комбинационного рассеяния и биоэлектроанализа. Библиография — 460 ссылок.
Ключевые слова: биоинформатический анализ, постгеномные модификации, белковый дизайн, биоэлектрокатализ, биочипы, 
биомедицина, биодетекция.
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ственных процессов и технологий. Накоплены большие 
объемы информации, идет поиск решений, способных су-
щественным образом изменить как современную техноло-
гическую структуру общества, так и системы потребления 
продуктов и предоставления услуг.

Интенсивность и скорость работ по созданию и внедре-
нию новых, более совершенных технологий весьма высоки. 
Основой технологий устойчивого развития являются не-
сколько принципиальных критериев:

— возобновляемые или практически бесконечные запа-
сы ресуров;

— улучшение качества окружающей среды в результате 
промышленной реализации технологического процесса;

— обеспечение в ходе научно-технологического разви-
тия создания и масштабированного внедрения новых эф-
фективных процессов конверсии вещества;

— понимание и анализ процессов, происходящих в при-
роде и в организме человека.

Химические процессы с участием ферментов наиболее 
полно соответствуют данным критериям, поскольку эти би-
омолекулы потенциально обладают мощным каталитиче-
ским действием.

Сравнение ферментов c «классическими» химическими 
катализаторами в аналогичных условиях (температура, кон-
центрация) демонстрирует явные преимущества первых 
для ускорения химических реакций.1 Например, известное 
сравнение ферментов с ионом водорода (ион гидроксо-
ния — наиболее типичный химический катализатор гидро-
лиза) показывает, что отношение их констант скорости ре-
акции достигает 1.7 · 1012 раз. Это означает, что если реакция 
под действием фермента протекает в течение 1 с, то продол-
жительность данного процесса в присутствии иона водоро-
да будет составлять ~ 55 000 лет.

С момента открытия катализа, в том числе биологиче-
ского варианта, российским аптекарем и исследователем 
К.С.Кирхгофом (1812 – 1818 гг.) биокатализ в течение мно-
гих десятилетий привлекает внимание исследователей как 
основной предмет биохимии. Однако в середине прошлого 
столетия стало ясно, что биокатализ может быть основой 
наиболее эффективных технологических процессов. Благо-
даря каталитической активности, высокой специфичности 
(селективности), беспрецедентной доступности и огромных 
возможностей конструирования белковых молекул катализ 
ферментами стал объектом интенсивных химических и тех-
нологических исследований. Принципиально важный вклад 
в изучение природы биокатализа и расширение областей 
его практического применения внес член-корреспондент 
АН СССР Илья Васильевич Березин, 100-летие со дня его 
рождения которого отмечалось в 2023 г. Определяющая 
роль в развитии химической энзимологии в СССР и далее в 
России принадлежит научной школе И.В.Березина, 
профессора и декана Химического факультета МГУ им. 
М.В.Ломоносова, сформировавшейся под влиянием знаме-
нитой школы химической кинетики под руководством лау-
реата Нобелевской премии по химии академика 
Н.Н.Семенова и академика Н.М.Эмануэля. Научные дости-
жения И.В.Березина хорошо иллюстрирует предложенный 
им тезис: «Ферменты — химические катализаторы». Если 
до Ильи Васильевича существовало представление о биоло-
гическом катализе как о сложном, непонятном явлении, не-
сущем в себе элементы витализма, то в результате исследо-
ваний И.В.Березина и работ его учеников стало ясно, что 
ферментативный катализ как явление достаточно просто и 
надежно интерпретируется в терминах физической химии и 

имеет огромный потенциал для технической реализации 
многих химических реакций. Информация о структуре фер-
ментов и понимание механизма их действия позволяют 
создать принципиально новые возможности для медицины 
и экологии.

Обсуждая тенденции развития химической энзимологии, 
нельзя не отметить факторы, которые оказали существен-
ное влияние на эту область науки не только в России, но и в 
мире. На первом этапе основное внимание было сосредото-
чено на изучении кинетики ферментативных реакций и фи-
зико-химических механизмов ферментативного катализа, 
что в дальнейшем способствовало применению ферментов 
в самых разных областях человеческой деятельности. Важ-
ным организационным достижением было создание в 
1974 г. кафедры химической энзимологии на Химическом 
факультете МГУ им. М.В.Ломоносова, что позволило на-
чать подготовку высококвалифицированных специалистов, 
впоследствии ставших лидерами исследовательских групп 
в российских и мировых университетах и компаниях.2, 3

Среди научно-методических материалов следует упомя-
нуть целый ряд изданий.4 – 12 Эти книги и учебники, напи-
санные «первым кругом» учеников и последователей 
И.В.Березина, обобщили известный на то время передовой 
опыт в изучении и применении биокатализа и способство-
вали как профессиональному росту авторов, так и созданию 
образовательных программ на кафедре химической энзимо-
логии, ставшей одной из самых популярных среди студен-
тов-химиков.

Важным шагом к популяризации и развитию отечествен-
ных работ в области биокатализа стала также организация 
регулярно проводимых в России международных конфе-
ренций по биокатализу. Активные исследования химиче-
ских механизмов биокатализа в ХХ в. позволили раскрыть 
уникальные свойства ферментов и в значительной степени 
понять, каким образом они способны обеспечить невероят-
ные ускорения многих превращений.13 – 17

Наряду с достоинствами ферментов как катализаторов 
стали ясны и их наиболее важные преимущества по сравне-
нию с химическими катализаторами, в первую очередь 
высокие показатели хемо-, регио- и стереоселективности. 
Начиная с 60-х годов ХХ в. благодаря внедрению методов 
иммобилизации, которые позволили многократно исполь-
зовать дорогие в то время ферменты, а также накопленным 
фундаментальным знаниям о кинетике, регуляции и меха-
низмах биокаталитических реакций существенное развитие 
получило практическое внедрение биокатализа в промыш-
ленные процессы. В дальнейшем одним из принципиаль-
ных моментов для масштабного использования ферментов 
в производстве стало развитие методов генной инженерии, 
позволивших экспрессировать практически любой фермент 
в подходящем продуценте и получать его в больших коли-
чествах. Это сделало ферменты доступными катализатора-
ми и в конечном итоге свело к минимуму вклад биокатали-
затора в стоимость целевых продуктов. В настоящее время 
мы являемся свидетелями активного использования 
биокатализа и ферментов в производстве самых разных 
продуктов.

Необходимо отметить и другие факторы, которые спо-
собствуют внедрению биокатализа. В первую очередь 
следует выделить начавшееся в 80-х гг. прошлого века 
широкое общественное и политическое обсуждение эко-
логических проблем, которое привело к формированию 
концепций «зеленой» химии, замкнутых циклов, устойчи-
вого развития, ориентации на возобновляемые источники 
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сырья и энергии, а также к осознанию необходимости бе-
режного отношения к невозобновляемым ресурсам.18 – 21 
За постановкой этих вопросов последовала формулировка 
конкретных задач, эффективное решение которых в значи-
тельной степени связано с использованием биокатализа.22 
Для решения глобальных проблем необходимо применять 
самые разные методы, а в широком круге доступных 
средств нужно определить те области, где использование 
биокатализа представляется наиболее перспективным. На 
одну из «горячих точек» для практического приложения 
каталитических преимуществ ферментов указывает ис-
пользование Е-фактора (экологического фактора, отража-
ющего наличие загрязнений) при характеристике отходов, 
производимых в различных областях промышленной 
химии 23 (табл. 1). Необходимость снижения отходов стало 
одним из ключевых вопросов развития концепции 
«зеленой» химии.

Ферменты способны проводить химические превраще-
ния с высокими скоростями и выходами, однако для этого 
нужно найти или создать ферментативный катализатор с 
необходимой специфичностью, стабильный в условиях 
процесса. Из тысяч ферментов, обеспечивающих протека-
ние химических процессов в живых системах, в настоящее 
время находят практическое применение лишь несколько 
сотен. Это показывает, что потенциал биокатализа в про-
мышленности пока реализуется недостаточно.

Какие из поставленных задач можно выделить как пер-
воочередные? Одной из них является более активное ис-
пользование биокатализа в тонком органическом синтезе и 
фармацевтической промышленности (см. табл. 1). Анализ 
опыта крупнейших фармацевтических компаний в области 
синтеза,24, 25 а также дискуссия 26 на эту тему показали, что 
среди ключевых задач фармацевтической промышленно-
сти, для решения которых может быть использован биока-
тализ, являются следующие:

— необходимость разработки эффективных методов об-
разования амидной связи,

— сокращение расхода органических растворителей, 
вносящих наибольший вклад (до 80%) в производство отхо-
дов,

— увеличение хемоселективности реакций,
— недопустимость генотоксических загрязнений в ко-

нечном продукте (уменьшение числа катализаторов на ос-
нове комплексов тяжелых металлов).

Большие перспективы связаны с реализацией таких от-
личительных каталитических свойств ферментов, как хемо- 
и региоселективность, что обещает исключить стадии вве-
дения и снятия защитных групп в химическом синтезе и при 
сокращении количества стадий существенно повысить его 
экономическую эффективность.

Наряду с хемо-, регио- и стереооселективностью биока-
тализ способен обеспечить «мягкие» условия реакции, бо-
лее простой набор реагентов, менее дорогостоящее и более 
безопасное аппаратурное оформление промышленного 
процесса, поскольку для эффективного протекания фермен-
тативных превращений не нужно применять высокие давле-
ния и другие экстремальные условия (высокие или низкие 
pH, температуры), взрыво- и пожароопасные органические 
растворители, так как предпочтительной средой для фер-
ментативных превращений являются водные растворы. Это 
не исключает использования ферментов в органических 
растворителях,27 что указывает на перспективу создания 
комплексных процессов, объединяющих возможности био-
логического и химического катализа. Такая идея активно 
развивается в последние годы.28 – 30

Развитие технологий ферментативного катализа и 
«классических» химических катализаторов происходит 
параллельно и комплементарно друг другу. Сопоставле-
ние химических и биологических катализаторов проводи-
лось неоднократно в различных обзорах и продолжается 
сегодня в силу преобладания тех или иных тенденций в 
развитии мировой экономики и ее отдельных отраслей. 
В нефтяной промышленности, обработке пластиков, пиро-
лизе различных отходов, процессах Фишера – Тропша и 
т.д., требующих высоких температуры и давления, без-
условными лидерами являются преимущественно неорга-
нические катализаторы. Однако ферменты как основные 
биологические катализаторы имеют огромное превосход-
ство в процессах, требующих низких капитальных затрат, 
высокой специфичности действия, энантиоселективности, 
проявления высокой активности при низких и средних 
температурах процессов, обеспечения максимально высо-
ких выходов целевых соединений в каталитических реак-
циях наряду с минимальным количеством побочных 
продуктов.

Сегодня ферменты (преимущественно гидролазы — 
протеазы, карбогидразы, липазы, полимеразы и нуклеа-
зы) 31, 32 практически не имеют конкурентов среди химиче-
ских катализаторов и применяются в составах 
низкотемпературных стиральных порошков и добавок к 
кормам для животных, в сельском хозяйстве, в медицине 
при лечении различных ферментативных дисфункций, в ге-
нетическом анализе и диагностике, в пищевой промышлен-
ности (табл. 2).

Немаловажную роль ферменты играют в текстильной и 
целлюлозо-бумажной промышленности, а также в качестве 
компонентов биосенсоров. Так, классическим примером 
служит глюкозооксидаза, широко применяемая для конт
роля глюкозы в крови.40 Возможность генетической моди-
фикации ферментов значительно расширяет их каталитиче-
ский потенциал по отношению к субстратам, температурным 
условиям проведения реакций и величине pH.

В 2022 г. стоимость производства биокатализаторов со-
ставляла 25% от общих расходов на производство всех ка-
тализаторов в мире.41 В ближайшие 10 лет роль ферментов 
в мировой экономике, медицине, экологии будет сущест-
венно возрастать.

Химический и биологический катализ как основа био-
технологии создает базис современных методов трансфор-
мации вещества в технологизированном обществе. Крупно-
масштабное производство ферментов для нужд пищевой и 
текстильной промышленности, сельского хозяйства состав-
ляет неотъемлемую часть базовых технологических про-
цессов. С учетом того что промышленная микробиологиче-

Таблица  1.  Производство отходов в различных областях про
мышленной химии.23

Область промышленной 
химии

Масштаб 
производства, 
т в год

Фактор загряз- 
нения a 

Переработка нефти и газа 106 – 108 << 0.1
Основной органический 
синтез

104 – 106 1 – 5

Тонкий органический синтез 10 – 104 5 – 50
Фармацевтика 1 – 103 25 – > 100
а Отношение количества отходов к количеству продуктов.



S.D.Varfolomeev, V.Švedas, E.N.Efremenko, A.M.Egorov,  M.G.Khrenova, V.I.Tishkov et al. 
Russ. Chem. Rev., 2024, 93 (12) RCR5144 [Успехи химии, 2024, 93 (12) RCR5144]	 5 из 55

ская технология основана на знании о ферментах и методах 
управления их экспрессией, практическая значимость фер-
ментативного катализа становится очевидной. Известны 
ограничения при реализации промышленных технологий с 
применением белкового катализа:

— многие практически значимые процессы требуют для 
реализации термодинамических условий высоких темпера-
тур, а ферменты могут «работать» при температурах до 
90°С;

— ферменты — гомогенные катализаторы и использу-
ются в большинстве случаев как расходные реагенты, если 
это экономически оправдано; хотя проблема решается пу-
тем иммобилизации ферментов на неорганических или по-
лимерных носителях, такая процедура требует дополни-
тельных технологических стадий и экономических затрат;

— ограничением использования ферментов в крупно-
тоннажных производствах часто является их невысокая ста-
бильность при длительной эксплуатации; значительная 
часть работ направлена на увеличение устойчивости белко-
вых молекул посредством генетических модификаций и 
белковой инженерии (см. ниже);

— технологическое использование ферментов в ряде 
случаев осложняется их выдающейся специфичностью и 
селективностью по отношению к субстрату-реагенту, одна-
ко уникальные возможности современной генетической ин-
женерии позволяют модифицировать активные центры 
фермента и «подстраивать» активный центр под новые со
единения (см. ниже).

Поскольку общая генеральная тенденция развития хими-
ко-технологических процессов в определенной степени на-
правлена на использование природных органических ресур-
сов (биотоплива, биополимеров, биофармацевтических 

препаратов и др.), в нее хорошо вписываются современные 
исследования ферментов.

Данный обзор посвящен анализу наиболее значимых 
тенденций в развитии химической и инженерной энзимоло-
гии, выдающимся результатам и перспективным областям 
применения ферментов как катализаторов, хотя и оставляет 
без детального рассмотрения многие промышленные аспек-
ты биокатализа. Основное внимание сосредоточено на сов-
ременных фундаментальных достижениях в области физи-
ко-химических основ молекулярных процессов в активных 
центрах ферментов, использовании методов генетической 
инженерии как белковой стратегии создания ферментов с 
новыми свойствами, роли ферментативных процессов в мо-
лекулярной медицине и разработке новых методов анализа 
и диагностики.

2. Суперкомпьютерные технологии и 
биоинформатика — фундаментальный 
прорыв в понимании молекулярных 
механизмов действия ферментов
С накоплением больших объемов информации в публичных 
базах данных об аминокислотных последовательностях и 
структурах белков, а также с развитием суперкомпьютер-
ных технологий стал возможен биоинформатический ана-
лиз больших суперсемейств белков 42 (рис. 1). Он позволил 
определять наиболее важные для функционирования фер-
ментов аминокислотные остатки, выявлять ранее неизвест-
ные участки связывания регуляторных лигандов,43 устанав-
ливать взаимосвязи между различными участками 
связывания и активным центром фермента.44 Использова-
ние методов биоинформатики и молекулярного моделиро-

Таблица  2.  Применение ферментов как биокатализаторов. 

Ферменты Предназначение Ссылки

Низкотемпературные стиральные порошки
Протеазы, амилазы, липазы, целлюлазы, 
маннаназа 

Гидролитическое удаления с тканевых изделий белковых, жировых загрязнений, 
травяного сока, следов чая и кофе, древесной смолы

33

Добавка к кормам
Протеазы, целлюлазы, ксиланазы, 
фитазы 

Гидролиз высокомолекулярных соединений в составе крахмало- и 
целюлозосодержащего сырья, повышения питательной ценности и улучшения 
усваиваемости кормов 

34

Сельское хозяйство
Амилазы, липазы, протеазы Гидролиз биоорганических соединений, участвующих в формировании плотных 

оболочек семян, улучшения прорастания семян и повышения вхожести растений 
35

Уреаза, фосфатаза, сульфатазы, 
дегидрогеназы

Гидролитические и окислительные процессы в почве с целью интенсификации 
разложения (гумификации) органических веществ и формирования структуры 
плодородной почвы

35

Хитиназа, протеаза, липаза Гидролиз биополимеров, входящих в состав тканей насекомых, и инсектицидная 
защита растений

35

Медицина (анализ, диагностика, лечение)
Кислая фосфатаза, катепсин, 
лактатдегидрогеназа, тимидинкиназа, 
креатинкиназа 

Использование в качестве биомаркеров рака и сердечно-сосудистых заболеваний  36

Щелочная фосфатаза Биомаркер диабета 36
Амилазы, липазы, протеазы, 
галактозидаза, L-фенилаланин-аммоний-
лиаза, аспарагиназа, лизоцим, 
наттокиназа

Компенсация недостатка собственных ферментов человека, обеспечивающих 
регулярный метаболизм клеток, и подавление развития атипичных клеток 

37

Пищевая промышленность
Протеазы, липазы, амилазы, пектиназы, 
гемицеллюлазы, лизоцим, реннин 

Гидролиз высокомолекулярных биоорганических соединений в составе сырья, 
конвертируемого в пищевые продукты 

38, 39
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вания обеспечило качественно новый уровень изучения ме-
ханизма действия ферментов и структурной организации их 
активных центров.45 Например, было показано, что гидро-
лазы можно разделить на 4 группы по типу организации ак-
тивных центров и каталитическим циклам, различающимся 
механизмом активации воды. Была установлена важная 
роль остатков Gly, Pro и Cys в структурной организации 
белковых молекул и их активных центров.46

Биоинформатический анализ позволяет идентифициро-
вать аминокислотные остатки двух функциональных типов: 
в консервативных позициях суперсемейства ферментов, ко-
торые принимают непосредственное участие в каталитиче-
ском механизме, и в специфических позициях, которые 
отвечают за функциональные различия между подсемейст-
вами.47 Для поиска специфических позиций подсемейств 

используют функцию оценки специфичности позиций на 
основании геномной и структурной информации.46 – 49 Важ-
ной особенностью такого анализа является то, что он приго-
ден не только для детально охарактеризованных белков, но 
и для малоизученных ферментов, для которых известна 
лишь первичная аминокислотная последовательность.

Специфичность и консервативность аминокислотных 
остатков в структурных полостях ферментов служат крите-
рием оценки функциональной важности участков связыва-
ния, а также позволяют их идентифицировать и классифи-
цировать.50 Идентификация специфических позиций 
подсемейств (консервативных внутри подсемейств фермен-
тов бактерий или млекопитающих, но различающихся меж-
ду собой) помогает выявить разницу в строении участков 
связывания в гомологичных ферментах патогенных бакте-

Рисунок  1.  Генерализованная стратегия биоинформатических методов исследования ферментов, в том числе с использованием су-
перкомпьютеров. Отмечено спиралевидное движение от простого к сложному — от первичной аминокислотной (или нуклеотидной) 
последовательности к зрелой трехмерной структуре фермента и последующему изучению механизма его действия, причем каждый 
следующий уровень требует большего количества ресурсов и дает более интересные результаты для науки и практики.
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рий и человека и в вовлеченности таких аминокислотных 
остатков во взаимодействие с лигандами.50, 51 Для реализа-
ции разработанных подходов создано 7 доступных веб-сер-
веров, которые носят следующие названия (в скобках ука-
зан адрес сайта):

– Mustguseal (https://biokinet.belozersky.msu.ru/mustguseal);
– Zebra2 (https://biokinet.belozersky.msu.ru/zebra2);
– Zebra3d (https://biokinet.belozersky.msu.ru/zebra3d);
– pocketZebra (https://biokinet.belozersky.msu.ru/pocketzebra);
– visualCMAT (https://biokinet.belozersky.msu.ru/visualcmat);
– vsFilt (https://biokinet.belozersky.msu.ru/vsfilt);
– Yosshi (https://biokinet.belozersky.msu.ru/yosshi).
Ключевой веб-сервер Mustguseal позволяет автоматиче-

ски строить выравнивания больших суперсемейств белков с 
использованием информации об их структурах и последо-
вательностях в публичных базах данных; для высокопроиз-
водительного анализа больших массивов данных разрабо-
тана также реализация с использованием суперкомпьютера. 
Веб-сервер обладает функционалом, которого нет у извест-
ных мировых аналогов и позволяет не только выравнивать, 
но и делать выборку структурно и функционально разно
образных родственных белков из публичных баз данных, а 
также строить большие выравнивания суперсемейств бел-
ков, включающих тысячи структур и последовательностей 
гомологов. Это достигается при помощи алгоритмов поиска 
по структурному сходству для выявления эволюционно 
удаленных белков, их структурного выравнивания, даль-
нейшего поиска по сходству аминокислотных последова-
тельностей с целью выявления эволюционно близких бел-
ков в анализируемых семействах и последующего 
выравнивания аминокислотных последовательностей. Та-
кие структурно-опосредованные выравнивания с использо-
ванием разработанного подхода можно проводить в автома-
тическом on line режиме.

«Сестринские» веб-серверы Zebra2 и pocketZebra позво-
ляют проводить анализ полученных выравниваний, чтобы 
определить консервативные и специфические позиции в су-
персемействе, найти неизвестные участки связывания в 
структурах изучаемых белков (ферментов), выявить их важ-
ность для проявления функциональных свойств и опреде-
лить отличительные особенности в конкретном представи-
теле семейства. С помощью веб-сервера visualCMAT можно 
обнаружить взаимосвязь между различными участками в 
структуре белка, а также сети взаимодействующих амино-
кислотных остатков.44

Веб-сервер Zebra3d позволяет находить 3D-специфиче-
ские паттерны в суперсемействе белков, которые представ-
ляют важные для механизма их действия структурные эле-
менты ферментов и отвечают за различие свойств (таких 
как субстратная специфичность, каталитическая актив-
ность) между ферментами, принадлежащими к разным 
функциональным подсемействам, и конформерами одного 
фермента благодаря известной пространственной ориента-
ции ключевых аминокислотных остатков и участков основ-
ной цепи. 3D-Специфические паттерны могут быть исполь-
зованы при функциональной аннотации и рациональном 
дизайне белков.52 Определение 3D-специфических паттер-
нов качественно дополняет информацию о специфических 
и коррелирующих позициях в подсемействе ферментов и 
расширяет возможности методологии белкового дизайна, 
например, в результате вставки 3D-мотивов дисульфидных 
мостиков в структуру белков с целью получения био
молекул с измененными функциональными свойствами 
(веб-сервер Yosshi).53

Веб-сервер vsFilt позволяет учитывать специфические 
взаимодействия между белком-мишенью и модулятором 
его функциональных свойств при отборе наиболее перспек-
тивных соединений в качестве прототипов лекарственных 
средств.54 Биоинформатический анализ семейств гомоло-
гичных ферментов помогает определить различия в строе-
нии активных центров гомологичных ферментов и на этой 
основе создавать селективные ингибиторы, используя, 
например, алгоритм структурной фильтрации vsFilt 54 на 
стадии компьютерного скрининга.

На основе данных, полученных с использованием опи-
санных выше методов биоинформатического анализа, пред-
ложены новые пути решения ряда научных и практических 
задач: обоснованы новые пути регуляции активности фер-
ментов, проведен поиск селективных ингибиторов фермен-
тов патогенов, определен выбор аминокислотных замен при 
биоинженерии ферментов с целью направленного измене-
ния их функциональных свойств.55, 56 Опыт применения ме-
тодов биоинформатики показал эффективность их исполь-
зования при изучении механизма действия и инженерии 
различных ферментов.57 – 61

В последние годы предложена методология поиска мо-
дуляторов ферментов нового типа, основанная на выявле-
нии неизвестных ранее участков связывания, отличных от 
активного центра. Анализ показывает, что в структурах 
белков есть множество потенциальных участков связыва-
ния лигандов, функциональная роль которых неизвестна. 
Возможно, на функциональную значимость таких участков 
может указывать наличие в их структуре специфических 
или консервативных аминокислотных остатков, определяе-
мых в результате биоинформатического анализа суперсе-
мейств белков.43, 62 Вычислительная платформа на основе 
веб-сервера Mustguseal позволяет провести поиск таких 
участков связывания и выявить комплементарные лиганды 
с учетом различий в структурной организации участков для 
ферментов патогенов, человека и животных.

Понимание особенностей и различий в организации ак-
тивных центров и других участков связывания в ферментах 
из разных источников важно не только для создания селек-
тивных ингибиторов, но и для определения влияния компо-
нентов реакционной смеси на эффективность биокаталити-
ческих технологий, а также для поиска ферментов с 
необходимой специфичностью в условиях биокатализа. 
Соответствующая процедура компьютерного дизайна была 
апробована на примере поиска бифункциональных ингиби-
торов нейраминидазы вируса гриппа,63, 64 нейраминидазы А 
из Streptococcus pneumoniae,65 транскетолазы, глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназы и L,D-транспептидазы-2 из 
Mycobacterium tuberculosis.66 – 69 Такая методология способ-
ствует выявлению селективных ингибиторов, эффективных 
против патогенов, но безопасных для человека. Наряду с 
компьютерным скринингом, предваряющим и ускоряющим 
процесс создания лекарственных препаратов, важную роль 
в нем играют методы молекулярного моделирова-
ния.16, 17, 50, 51 Внедрение методов биоинформатики и моле-
кулярного моделирования позволяет существенно ускорить 
путь разработки новых лекарств, в том числе с принципи-
ально иным механизмом действия.

Биоинформатический анализ суперсемейств ферментов 
и соответствующие веб-серверы можно также использовать 
для определения круга мутаций в ключевых бел
ках(ферментах) человека, связанных с патологическими со-
стояниями организма. В результате может быть создана 
единая база ключевых белков(ферментов) человека с переч-
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нем патологических мутаций, на основе которого будет 
сформирована информационная служба персонализирован-
ной медицины и создан автоматизированный сервис по дан-
ным секвенирования ДНК пациентов.

Фундаментальные причины высокой скорости действия 
белковых катализаторов являются предметом современной 
физической химии.1 Революционные возможности в разви-
тии этого направления предоставили суперкомпьютерные 
технологии,70 позволившие на основе фундаментальных 
уравнений квантовой механики и методов квантовой химии 
проследить структурно-кинетические изменения белковой 
молекулы в процессе каталитического цикла.71, 72

Молекулярное моделирование предоставило инструмен-
тарий для расшифровки механизмов ферментативных реак-
ций, определения метастабильных промежуточных соеди-
нений и установления структуры переходных состояний. 
Принципиально важной оказалась возможность построения 
профиля изменения свободной энергии в процессе перехода 
от реагента к продукту реакции с идентификацией экстре-
мумов на энергетическом пути. Такой профиль позволяет 
оценить константы скорости всех элементарных стадий ка-
талитического цикла, причем из-за нестабильности интер-
медиатов, образующихся с высокими скоростями, иденти-
фикация их структур и скоростей взаимопревращения 
современными экспериментальными методами практиче-
ски невозможны. Суперкомпьютерное моделирование от-
крывает путь к решению данной «нерешаемой» задачи.73 – 79

Фундаментальные особенности ферментативного ката-
лиза, ярко выявленные в результате суперкомпьютерного 
моделирования, заключаются в следующем:

1) все ферментативные реакции в рамках каталитиче-
ского цикла превращения исходных реагентов в продукты 
многостадийны и включают образование промежуточных 
стабильных и нестабильных химических соединений. 
Время жизни этих интермедиатов лежит в диапазоне 
нано(микро, милли)секунд. Классическими примерами 
ферментов, катализирующих многостадийные реакции, 
являются сериновые гидролазы, рибонуклеазы и амино-
трансферазы. Современные методы молекулярного моде-
лирования с использованием высокопроизводительных 
вычислений посредством анализа механизмов реакций 
идентифицируют все метастабильные промежуточные 
соединения;76 – 79

2) каталитический цикл ферментативных превращений 
реализуется в конформационно-подвижной полимерной 
матрице с участием функциональных групп, которые 
идентифицируются как компоненты активного центра. 
Структурно-функциональное моделирование каталитиче-
ских циклов методами квантовой механики/молекулярной 
механики (КМ/MM) иллюстрирует важную роль конфор-
мационных изменений структуры активного центра в про-
цессе каталитического превращения. Конформационные 
изменения определяются строением и стерическими осо-
бенностями активного центра и обеспечивают локализа-
цию и перемещения реакционных групп в необходимые 
точки активации тех или иных связей в молекуле реагента 
или промежуточного соединения.80 – 82 В некотором при-
ближении такие изменения в процессе каталитического 
цикла могут быть описаны как работа «молекулярного 
станка», формирующего последовательность необходи-
мых каталитических стадий;

3) методами суперкомпьютерного моделирования был 
проведен анализ большого числа механизмов ферментатив-
ных реакций, в числе которых:

— синтез N-ацетиласпарагиновой кислоты в присутст-
вии фермента аспартат-N-ацетилтрансферазы, кодируемой 
геном NAT8L;83 – 85

— гидролиз нейропептида N-ацетиласпартилглутамата, 
который играет важнейшую роль в функционировании глу-
таматных синапсов и реализации механизмов записи и счи-
тывания информации, определяющих память,86 под дейст-
вием глутаматкарбоксипептидазы II типа;74, 75, 80 – 82

— гидролиз N-ацетиласпартата аспартоацилазой, являю-
щейся одним из ключевых ферментов нейроваскулярного 
сопряжения и участвующей в метаболизме мозга человека в 
ответ на внешний возбуждающий сигнал.69, 87, 88

С развитием графических ускорителей и реализации на 
них пакетов программ по квантовой химии стало возмож-
ным проведение расчетов методом молекулярной динамики 
с потенциалами КМ/ММ. Это значительно расширило 
представления о механизмах ферментативных реакций и 
позволило по динамическому поведению фермент-суб-
стратных комплексов судить о путях протекания реакции в 
гидролазах.63 – 65 Были предложены критерии, с помощью 
которых стало возможным определение электрофильных 
атомов в органических молекулах, содержащих карбониль-
ные группы, на основании анализа трехмерных карт элек-
тронной плотности. Применимость этих методик для описа-
ния разнообразных структур в фермент-субстратных 
комплексах была показана в работах 89 – 92. Было доказано, 
что молекулярное моделирование, основанное на примене-
нии метода КМ/ММ, позволяет корректно интерпретиро-
вать экспериментальные данные,92 выявлять наиболее веро-
ятный механизм химической реакции, а также объяснять 
разнообразие данных, которые были получены для набора 
родственных систем, в частности ферментов, содержащих 
аминокислотные замены.91 Использование методов молеку-
лярного моделирования способствует ускорению процесса 
создания новых ингибиторов ферментов и установлению 
механизмов их действия.

3. Постгеномная эпоха — новые 
технологии поиска и создания 
биокатализаторов
Ферменты являются уникальными высокоспецифичными 
катализаторами. Однако очень часто это свойство оказыва-
ется и их недостатком, поскольку в ходе эволюции природа 
оптимизировала специфичность ферментов к природным 
субстратам, в то время как по структуре многие целевые со-
единения отличаются от природных молекул. В качестве 
примера можно привести пенициллинацилазу, которая до-
вольно высокоэффективна в синтезе ампициллина (Amp) и 
в несколько раз менее активна при получении амоксицил-
лина, хотя последний по антибактериальным свойствам на-
много превосходит Amp и отличается от него дополнитель-
ной гидроксильной группой в пара-положении бензольного 
кольца D-фенилглицина. Именно специфичность фермен-
тов наряду с их невысокой стабильностью и высокой стои-
мостью получения из природных источников сильно огра-
ничивали внедрение биокаталитических процессов в 
практику. Кроме того, оптимальные условия функциониро-
вания ферментов в клетке (например, величина pH для про-
явления активности) часто отличались от оптимальных 
параметров процесса получения целевого продукта. В ре-
зультате реальный процесс по своим характеристикам 
представлял собой компромисс между оптимальными усло-
виями функционирования биокатализатора и проведения 
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химической реакци. Другим исключительно важным факто-
ром, влияющим на создание и разработку новых биокатали-
тических процессов, являлось отсутствие фермента с необ-
ходимой активностью, а известные методы поиска новых 
биокатализаторов были экстенсивными и давали малопред-
сказуемый результат. Кроме того, в большинстве случаев 
на практике в качестве источника фермента использовали 
микроорганизмы. Однако хорошо известно, что более 
99.9999% микроорганизмов, существующих в природе, не-
возможно получить в чистом виде в лаборатории.

Ситуация начала кардинально меняться (и до сих пор 
улучшается в плане прогресса) с конца 80-х – начала 90-х гг. 
ХХ в., с момента вступления мирового сообщества в так на-
зываемую «постгеномную эпоху». Именно в этот период в 
«науках о живом» стали применять в качестве инструмента 
исследования новые методы и подходы.93 Здесь достаточно 
упомянуть Нобелевские премии по химии за секвенирова-
ние ДНК (1980 г.), создание разнообразных вариантов  по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) (1994 г.), разработку 
методов и подходов генной инженерии и дизайна белков 
(2018 г.). Совершенно новое наполнение и развитие полу-
чили такие методы, как рентгеноструктурный анализ, элек-
тронная микроскопия, ядерный магнитный резонанс, ком-
пьютерное моделирование и др. Термин «постгеномная 
эпоха» следует воспринимать не как техническое достиже-
ние в секвенировании различных геномов — от архей и бак-
терий до человека, хотя и такая информация является ис-
ключительно важной и полезной, но и, например, успехи в 
диагностике различных наследственных заболеваний, от-
крытие новых метаболических путей и ферментов, участву-
ющих в них, анализ механизмов резистентности патогенов 
и др.

Современные методы высокопроцессивного секвениро-
вания позволяют определять последовательности ДНК в 
образце с последующей сборкой полученных последова-
тельностей в отдельные геномы. Такая возможность сразу 
способствовала решению проблемы некультивируемых ор-
ганизмов, а для энзимологов выбор потенциальных фер-
ментов увеличился сразу в миллионы раз. Секвенирование 
сотен тысяч (и даже миллионов) геномов привело к перехо-
ду «от количества в качество». Было создано колоссальное 
информационное пространство, для работы с которым по-
требовались разработка соответствующих методов биоин-
форматики и создание суперкомпьютеров. Данные о после-
довательностях и свойствах известных ферментов были 
объединены в специализированные базы данных, использо-
вание которых позволяет резко сузить круг поиска фермен-
та с определенными свойствами. «Массовый» анализ ами-
нокислотных последовательностей белков и ферментов 
достаточно подробно описан в предыдущем разделе, одна-
ко к его результатам следует относиться с большой осто-
рожностью, о чем свидетельствуют многочисленные ошиб-
ки при аннотации новых геномов как по количеству генов 
определенного фермента, так и по функционалу (в качестве 
примера см. раздел 3.1). То же самое можно сказать и про 
структурное моделирование. Ошибки связаны с тем, что 
точность расчета составляет ± 1 ккал · моль–1, и в результате 
при докинге максимальная и минимальная величины кон-
стант взаимодействия белка с лигандом будут отличаться в 
50 раз. По этой причине решающую роль на предваритель-
ном отборе кандидатов-ферментов до сих пор играет экс-
пертнаая оценка.

Тем не менее описанные выше методы обычно использу-
ют на начальном этапе создания биокатализаторов под кон-

кретный процесс. В результате полностью изменилась 
идеология создания новых биокаталитических процессов. 
Сначала определяют оптимальные условия проведения 
процесса, затем выбирают исходный фермент и методами 
белковой инженерии его свойства приводят в соответствие 
с требованиями процесса. Более того, можно изменить и 
сам биокатализатор. Например, в настоящее время для по-
лучения аминопенициллинов и аминоцефалоспоринов раз-
рабатывают реакции с использованием гидролазы эфиров 
α-D-аминокислот (НАА) † вместо пенициллинацилазы (РА). 
Более высокая эффективность НАА связана с тем, что ацил-
содержащий фермент образуется из метилового эфира, а не 
из гораздо менее реакционноспособного амида, как в слу-
чае РА. Кроме того, поскольку НАА является эстеразой, то 
гидролиз конечного продукта (амида) этим ферментом про-
исходит намного медленнее, чем РА, которая является ами-
дазой. В результате выход конечного продукта в присутст-
вии НАА часто намного выше по сравнению с таковым 
для РА.

«Постгеномная эпоха» характеризуется также появлени-
ем новых биокаталитических процессов. В качестве приме-
ра можно привести систему редактирования генома 
CRISPR/Cas (Нобелевская премия по химии 2020 г.). В на-
стоящее время существует несколько вариантов этой систе-
мы и предлагаются все новые, а проблема ее практической 
реализации лежит в этической и законодательной сфере.

В силу ограниченности объема ниже рассмотрены толь-
ко особенности получения «классических» биокатализато-
ров. Были проведены работы 94 с самыми разнообразными 
практически важными ферментами, причем в зависимости 
от поставленной задачи фермент одного и того же типа был 
получен из различных источников по описанным мето
дикам (см. примеры ниже). Нами выбраны в качестве 
примеров два фермента — формиатдегидрогеназа (FDH) и 
оксидаза D-аминокислот (DAAO), поскольку такие биока-
тализаторы представляют два крайних случая ферментов с 
высокой и очень низкой гомологией. Рассмотрим ключевые 
этапы такого исследования.

3.1. Выбор исходного фермента

Выбор фермента является одним из наиболее сложных эта-
пов. Различия в свойствах одного и того же фермента, но 
выделенного из разных источников, могут быть легко оце-
нены по созданию системы регенерации восстановленной 
формы никотинамиддинуклеотидфосфата (NADPH) на ос-
нове формиатдегидрогеназы (номер по классификации фер-
ментов (КФ) 1.2.12) (рис. 2). Реакция, катализируемя FDH, 
в общем виде представлена на схеме 1.

Схема 1

H O–

O
+ NAD(P)+

FDH
+ NAD(P)HCO2

Количественно специфичность дегидрогеназ NAD+/
NADP+ выражается как предпочтение к коферменту 
(coenzyme preference, СР), определяемое по формуле (1) 68

CP = (kcat /KM)NAD+/(kcat /KM)NADP+	 (1)

где kcat — каталитическая константа, KM — константа Ми-
хаэлиса.

† В настоящем обзоре аббревиатуры ферментов даны на англий-
ском языке.
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Оказалось, что у FDH из бактерий Pseudomonas sp.101 
(PseFDH) величина СР составляет 2400, в то время как для 
того же фермента из дрожжей Candida methylica и C. boidinii 
(CboFDH) значение СР равно 250 000. Казалось бы, что раз-
личие в величинах СР для бактериальных и дрожжевых 
ферментов в 100 раз невелико. Однако в случае PseFDH 
были получены мутанты, имеющие каталитическую эффек-
тивность (kcat /KM) и удельную активность по отношению к 
NADP+ такие же, как у PseFDH дикого типа c NAD+. Кроме 
того, у лучших мутантов дрожжевых FDH указанные выше 
параметры для NADP+ были в 5 – 10 раз хуже.95 При выборе 
исходного фермента должны учитываться также показате-
ли, определяющие стоимость получения и условия приме-
нения. Для данного примера важна устойчивость к дейст-
вию протеаз, поскольку инактивация примесями протеаз 
является одной из основных причин потери активности при 
хранении фермента. Фермент PseFDH исключительно 
устойчив к действию протеаз, что позволяет хранить его 
при +4°С. Окисление или модификация SH-групп остатков 
Cys также приводит к инактивации ферментов. В случае 
PseFDH после замены двух остатков Cys полученные му-
танты не теряли активности более 10 лет при хранении в 
фосфатном буфере при +4°С, в то время как CboFDH и по-
сле замены двух остатков Cys необходимо хранить при 
–20°С в 50%-ном глицерине.96

Следовательно, выбор исходного фермента крайне ва-
жен, и можно выделить два основных пути отбора фермен-
тов.

1. Поиск фермента в конкретном геноме (genome mining, 
genome exploring). Был проведен поиск потенциальных ок-
сидаз D-аминокислот (DAAO) (рис. 3), катализирующих 
реакцию окисления аминокислот (схема 2), в геноме термо-
толерантных дрожжей Ogataea parapolymorpha 
DL-1 (OpaDAAO).97, 98

Схема 2

O–
O

R
H3N

O–
O

R
O+ O2 + H2O + H2O2 + NH4

DAAO+ +

Геном этих дрожжей был секвенирован в 2013 г., и при 
его аннотации нашли всего два гена потенциальных DAAO, 
причем с ошибками. Классическая DAAO с широким спек-
тром субстратной специфичности была аннотирована как 
специфичная D-аспартатоксидаза (DASPO), a DASPO — 

как DAAO. Тщательный анализ позволил выявить в геноме 
O. parapolymorpha DL-1 пять генов DAAO и один ген 
DASPO. Отметим, что до этого момента считали,97 что в ге-
номах дрожжей должно быть всего по одному гену DAAO и 
DASPO. Шесть генов были клонированы и экспрессирова-
ны в клетках Escherichia coli. Все ферменты оказались окси-
дазами, отличаясь по спектру субстратной специфичности 
и pH-профилю активности. Четыре DAAO не имели анало-
гов в литературе. Анализ каталитических свойств показал, 
что разные OpaDAAO по своей активности превосходят 
описанные ранее DAAO и DASPO из других источников.98 
Для двух OpaDAAO были определены трехмерные структу-
ры. В результате была получена база с установленными вза-
имосвязями структура – функция, которая была использова-
на в работах второго направления.

2. Поиск целевых ферментов в различных геномах 
(genome screening). В этом случае трудоемкость и общий 
успех работы определяются степенью консервативности 
первичной структуры. Например, в случае FDH поиск этих 
ферментов в различных геномах достаточно прост, по-
скольку даже между отдаленными организмами гомология 
составляет > 50%.96 Исключением стала FDH из патогена 
Staphylococcus aureus (SauFDH) с гомологией всего 40%.96 
Эволюционный анализ показал, что SauFDH относится к 
отдельной ветви эволюции. Ген SauFDH, кодирующий син-
тез FDH, был клонирован и экспрессирован. Оказалось, что 
удельная активность этого фермента в 2.5 раза выше, чем у 
других описанных формиатдегидрогеназ.99

В случае DAAO уровень гомологии составляет не более 
30 – 35%.100 В связи с этим для надежной идентификации 
генов потенциальных DAAO в геномах экстремофильных 
бактерий и архей был добавлен еще один этап отбора фер-
мента — моделирование 3D-структур и их сравнение с экс-
периментальными и модельными структурами известных 
DAAO и глициноксидаз. В результате были найдены десять 
DAAO в бактериях и впервые в мире — один фермент в 
клетках архей. На основании анализа структуры активного 
центра DAAO из бактерий Natronosporangium hydrolyticum 
ACPA39 (NhyDAAO) было сделано предположение о по-
тенциально высокой специфичности действия этого фер-
мента к D-Phe (используется для диагностики гестационого 
диабета у беременных женщин), что и было подтверждено 
после клонирования и экспрессии NhyDAAO в клетках 
E. coli.101

a b c Рисунок  2.  Cтруктуры димера FDH 
из Pseudomonas sp.101 (a) и мономер-
ных субъединиц ферментов из Candida 
boidinii (b) и Arabidopsis thaliana (c). 
Структурные параметры взяты из базы 
RSCB PDB (коды 2GUG, 8HTY и 3NAQ 
соответственно) и представлены с ис-
пользованием программы PyMOL (вер-
сия 1.7.6, Schrödinger, LLC).

a b c
Рисунок  3.  Структуры оксидазы D-
аминокислот (a), D-аспартатоксидазы из 
Ogataea parapolymorpha (b) и D-аспар-
татоксидазы человека (c). Структурные 
параметры взяты из баз данных UniProt 
(коды W1QLN4 и W1Q8E7) и RSCB PDB 
(код 6RKF) соответственно.



S.D.Varfolomeev, V.Švedas, E.N.Efremenko, A.M.Egorov,  M.G.Khrenova, V.I.Tishkov et al. 
Russ. Chem. Rev., 2024, 93 (12) RCR5144 [Успехи химии, 2024, 93 (12) RCR5144]	 11 из 55

Анализ модельной структуры активного центра DAAO 
из архей Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4 (NhaDAAO) 
показал, что данный фермент может окислять не только 
обычные D-аминокислоты, но и их N-замещенные аналоги. 
После получения рекомбинантной NhaDAAO было уста-
новлено, что она действительно проявляет такую необыч-
ную специфичность действия. Особо интересным является 
катализ реакций окисления моно- и триметильного произ-
водных Gly — саркозина и бетаина соответственно. Реакция 
окисления бетаина ферментами в литературе не описана.

3.2. Биоинженерия фермента

Для оптимизации выбранного фермента используют как ме-
тоды неупорядоченного мутагенеза (НМ), так и рациональ-
ный дизайн. В середине 80-х – конце 90-х гг. ХХ в. первые 
были наиболее популярны, но в настоящее время основную 
роль в инженерии белков играет рациональный дизайн, по-
скольку намного превосходит их по эффективности и стои-
мости. Работы ведутся в нескольких направлениях: улучше-
ние каталитических свойств, создание ферментов с новыми 
свойствами, повышение температурной и операционной 
стабильности.

Были проведены эксперименты по белковой инженерии 
на различных ферментах, таких как FDH,102 DAAO,103 пе-
роксидаза (PO),104 пенициллинацилаза (РА),105 гидролаза 
эфиров α-D-аминокислот,106 фенилацетонмонооксигена-
за 107 и др. Наиболее интересными оказались мутантные 
формы FDH (см.76) и DAAO,103 у которых после 5 – 7 замен 
были улучшены каталитические свойства, повышены тер-
моустойчивость и химическая стабильность. Иммобилизо-
ванные FDH и DAAO сохраняли активность при 80 и 90°С. 
У пероксидазы была повышена эффективность переноса 
электронов внутри белковой глобулы.104 Неожиданными 
оказались результаты по инженерии FDH из дрожжей 
O. parapolymorpha DL-1. При клонировании на N-конец 
фермента был добавлен остаток Gly или Ala.108 Остаток Gly 
не влиял на свойства OpaFDH, а добавление остатка Ala 
привело к повышению термостабильности фермента в че-
тыре раза.108 Последние достижения и актуальные тенден-
ции развития инженерии белков можно найти в работе 109.

3.3. Гибридные биокатализаторы  
на основе ферментов

Эффективным подходом оказалось объединение двух и бо-
лее ферментов в одну полипептидную цепочку (создание 
гибридных (fusion) белков). Были получены два типа ги-
бридных биокатализаторов: FDH с монооксигеназой на ос-
нове цитохрома Р450 ВМ3 (см.110) или с фенилацетонмоно-
оксигеназой.111 В случае гибрида FDH-Р450 эффективность 
конверсии разных субстратов была от 6 до 60 раз выше, чем 
при использовании смеси отдельных ферментов.110

Таким образом, достижения в области биоинформатики, 
секвенирования и структурной биологии обеспечили отбор 
и инженерию эффективных ферментов для многих обла-
стей науки и техники. Простое перечисление разработан-
ных в последние годы процессов с участием биокатализато-
ров заняло бы несколько страниц. Для подтверждения 
значительной роли ферментов в развитии и прогрессе со
временных технологий достаточно упомянуть их использо-
вание в качестве компонентов стиральных порошков и пи-
щевых добавок в сельском хозяйстве (см. также раздел 1). 
По объему и стоимости производства только эти две 
области составляют более половины всего рынка фермент-
ных препаратов (см. https://www.gminsights.com/industry-
analysis/enzymes-market), который по разным оценкам в 
2022 г. превышал 20 млрд долл. в год. Другим ярким приме-
ром применения инженерии ферментов в современных тех-
нологиях является создание в кратчайшие сроки фирмой 
Jena Bioscience мутантной формы ДНК-полимеразы Saphir 
Bst2.0 Turbo, предназначенной для диагностики коронави-
руса SARS Cov-2 с помощью изотермической полимераз-
ной цепной реакции (см. https://www.jenabioscience.com/
molecular-biology/isothermal-amplification-lamp/polymerases/
pcr-390-saphir-bst-turbo-polymerase). В настоящее время та-
кие технологии широко используют для получения высоко-
стабильной и активной FDH, а также для разработки на ее 
основе эффективных биокатализаторов процессов фикса-
ции СО2 из атмосферы.94

4. Белковая инженерия и 
посттрансляционные модификации — 
создание ферментов с новыми свойствами

4.1. Люциферазы — ферменты, 
продуцирующие кванты света
Одной из природных биолюминесцентных систем (рис. 4, 
схемы 3 и 4) является люциферин-люциферазная система 
светляков рода Luciola (см. рис. 4,a). Биолюминесценция 
(эмиссия видимого света с длиной волны в диапазоне 
400 – 700 нм) происходит в ходе окисления органического 
субстрата (люциферина), катализируемого ферментом — 
люциферазой (КФ 1.13.12.7). В молекуле фермента два до-
мена (большой N-домен и малый С-домен) соединены под-
вижной неструктурированной полипептидной петлей. 
Именно динамическая структура белка играет важную роль 
в функционировании люциферазы светляков,112 которая 
способна принимать три разные конформации: открытую 
(в  отсутствие субстратов) и две закрытые каталитические 
конформации (аденилирования и окисления), соответству-
ющие отдельным стадиям реакции (см. схема 3, см. также 
рис. 4).

При связывании субстратов — люциферина и аденозин-
трифосфата (ATP) (см. схему 3) — свободная конформация 

a b c

Рисунок  4.  Структуры люциферазы 
(Luc) из светляков Luciola mingrelica (a), 
из бактерий Photobacterium leiognathi 
(b) и из грибов Armillaria mellea (c). 
Структурные параметры взяты из баз 
данных RSCB PDB (коды 2D1R и 6FRI) 
и UniProt A0A3G9JTR4 соответственно.
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Luc трансформируется в аденилирующую: домены сближа-
ются и поворачиваются на 90° по отношению к их ориента-
ции в свободной конформации.113, 114

Аденилирование люциферина приводит к образованию 
люцифериладенилата — ангидрида карбоновой и фосфор-
ной кислоты, который, в отличие от люциферина, высоко-
активен в реакции окисления. Каталитически важные остат-
ки С-домена (Lys529 и Thr527) входят в активный центр 
фермента и способствуют образованию люцифериладени-
лата. Когда реализуется окисляющая конформация, С-до-
мен повернут вокруг N-домена на ~ 140°, и в активном цен-
тре оказывается фрагмент С-домена — остаток Lys443. 
Окисляющая конформация очень нестабильна и необходи-
ма лишь для катализа реакции окисления люцифериладени-
лата. При испускании света фермент возвращается в адени-
лирующую конформацию.114 Благодаря динамической 
структуре белка создается конфигурация активного центра, 
оптимальная для каждой стадии.

Важной функцией белковой глобулы Luc является ее 
влияние на спектры биолюминесценции. Продукт фермен-
тативной реакции — оксилюциферин — в растворе при раз-
ных pH может существовать в шести различных фор-
мах 112, 113 (рис. 5). Фенольные формы I – III присутствуют в 
неполярной среде или при очень низких pH, их максимум 
флуоресценции (λmax) наблюдается в электронном спектре 
при 450 нм. Такое голубое свечение не зафиксировано не-
посредственно для Luc. В случае фенолятных форм IV – VI 
наблюдается желто-зеленая (λmax = 550 – 570 нм) или крас-
ная (λmax = ~620 нм) флуоресценция, что характерно для 
биолюминесценции этого фермента.

Исследование стационарной и субнаносекундной время-
разрешенной флуоресценции оксилюциферина и его струк-
турных аналогов показало, что источниками биолюминес-

ценции в люциферин-люциферазной системе светляков 
являются различные таутомерные формы электронно-воз-
бужденного оксилюциферина, которые образуются в актив-
ном центре люциферазы.112, 115 Основным фактором, 
определяющим цвет биолюминесценции, служит микро
окружение эмиттера, который локализован в активном цен-
тре фермента, где образуется только одна молекула элек-
тронно-возбужденного продукта.116

Именно молекула эмиттера является биолюминесцент-
ной меткой, характеризующей состояние ее микроокруже-
ния в момент испускания света.112 Суперпозиция двух или 
трех форм эмиттера (E1–E3), фиксируемых в спектрах био-
люминесценции, указывает на сосуществование в реакци-
онной среде различных конформеров Luc в динамическом 
равновесии. Каждый из конформеров Luc содержит только 
одну из форм эмиттера, указанных на рис. 5, — кетон, енол 
или енолят в уравнении (2) соответственно.

E1(LO=O)*  E2(LO – OH)*  E3(LO – O – )*	 (2)

Анализ спектров биолюминесценции позволяет качест-
венно и количественно идентифицировать различные кон-
формеры фермента и проследить за изменением их концен-
траций при варьировании внешних условий и при мутациях 
люциферазы. Так единичная замена (Tyr35Asn или 
Tyr35His) приводит к тому, что спектр биолюминесценции 
становится независимым от pH.117, 118 Остаток Tyr35 грани-
чит с петлей 233 – 237, положение которой важно для под-
держания «закрытой» конформации активного центра лю-
циферазы, необходимой для реализации «зеленой» 
биолюминесценции.

При замене объемного ароматического остатка Tyr35 на 
меньшие по размеру остатки Asn или His плотная упаковка 
вблизи положения 35 становится более устойчивой, и петля 
233 – 237 сохраняется даже при понижении pH, поэтому «за-
крытая» конформация не нарушается.117 Мутация 
His433Tyr, наоборот, приводит к сдвигу λмах биолюминес-
ценции при pH 7.8 (pH-оптимум активности) с 566 до 
606 нм, что объясняется изменением относительного содер-
жания различных форм эмиттера.118

Остаток His433 расположен в подвижной петле, 
образованной аминокислотной последовательностью 
Tyr427 – Phe435, которая соединяет N- и C-домены Luc. Эту 
петлю можно рассматривать как «шарнир», связывающий 
два домена люциферазы. Повышение температуры может 
также приводить к увеличению амплитуды тепловых коле-
баний доменов относительно друг друга и к повышению 
концентрации конформера, генерирующего «красное» све-
чение. Для люциферазы Luciola mingrelica и ряда ее единич-
ных мутантов по остатку Glu457 показано, что при 42°С 
доля «красного» эмиттера увеличивается для нативной лю-
циферазы до 90%, а для мутантов — до 100%.116

Схема  3

Luc + ATP · Mg2+ + LH2 Luc · LH2 AMP + PPi · Mg2+

Luc · LH2 + O2 Luc + CO2 + AMP + LO

Luc · LH2–AMP  is luciferyladenilate, LH2 is luciferin, 
PPi is pyrophosphate, LO is oxyluciferin

AMP

Схема  4
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Рисунок  5.  Структуры раз-
ных форм оксилюциферина: 
I – III — фенольные, IV – VI 
— фенолятные; I, IV — ено-
лятные; II, V — енольные; 
III, VI — кетонные. В скоб-
ках указаны длины волн 
эмиссии. Рисунок создан ав-
торами на основании данных 
публикации 113.
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С использованием метода направленной эволюции был по-
лучен мутант люциферазы светляков L. mingrelica с восемью 
заменами (Ser118Cys, Cys146Ser, Lys156Arg, Arg211Leu, 
Thr213Ser, Ala217Val, Glu356Lys, Ser364Cys), термостабиль-
ность которого увеличилась в 66 раз при 42°C (рис. 6).113, 119 
Каталитические свойства мутанта также значительно улуч-
шились по сравнению с таковыми для многих природных и 
других известных мутантных форм этого фермента.

Белково-инженерный дизайн Luc позволил создать су-
перчувствительный количественный метод анализа ATP и 
метод детекции «живых» клеток. Практические аспекты 
применения данного мутанта люциферазы в биолюминес-
центной ATP-метрии, которую успешно используют во 
многих областях науки, промышленности и медицине, де-
тально представлены в обзоре 120.

4.2. Органофосфатгидролазы — ферменты, 
разрушающие нейротоксины

Органофосфатгидролаза (ОРН, КФ 3.1.8.1) (рис. 7), пред-
ставленная в природе гомодимером, вызывает большой на-
учно-практический интерес благодаря своим каталитиче-
ским характеристикам, которые проявляются в реакциях 
гидролиза различных фосфорорганических соединений 
(ФОС),121 – 124 микотоксинов 125, 126 и молекул «бактериаль-
ного кворума» (схема 5).127, 128

Схема 5

X
P

OR2

OR1

Y

H2O, OPH
+  R1OH

X = O, S; Y = Alk, OAlk, etc.

X
P

OR2

OH

Y

Показана высокая эффективность использования этого 
фермента в составе антидотов, применяемых в эксперимен-
тах с разными животными,129 – 131 и в композиционных пре-
паратах антимикробного действия,132 – 134 тестируемых на 

клетках различных микроорганизмов. На начальном этапе 
исследований этого фермента наиболее подробно изучали 
улучшение его каталитических свойств,133 а далее для обес-
печения активного коммерческого использования ОРН 
были применены методы генетической модификации фер-
мента, направленные на упрощение процедур выделения и 
очистки.

С этой целью на N- или С-конец белка генетически вво-
дили аминокислотную последовательность, состоящую из 
нескольких остатков гистидина, чаще всего из шести (His6), 
и обеспечивающую аффинное взаимодействие соответст-
венно фермента His6-OPH или ОРН-His6 с разными металл-
хелатирующими носителями.135, 136 Интенсивность 
взаимодействий между носителем и генетически моди
фицированной формой ОРН определяют природа металла в 
носителе, длина полигистидиновой (polyHis) последова-
тельности и ее локализация на определенном конце молеку-
лы белка.137 С увеличением длины polyHis-последователь-
ности взаимодействие носителя с ферментом усиливается и 
приводит к его затрудненному элюированию, обеспечивая 
успешную иммобилизацию и образование стабилизирован-
ного биокатализатора. Увеличение длины polyHis-последо-
вательности в структуре ОРН вызывает появление олиго-
мерных форм фермента (тетра- и октамеров), одновременно 
существенно повышая его стабильность.136

Крайне интересным оказалось влияние длины генети
чески вводимой polyHis-последовательности и места ее вве-
дения (С- или N-конец белка) на каталитические свойства 
модифицированного фермента, в частности на его катали-
тическую эффективность и субстратную специфичность 
действия, а также на pH среды и температурный оптимум 
активности.136, 137 Было установлено, что генетическая мо-
дификация именно на N-конце ОРН с помощью polyHis-по-
следовательности приводит к значительному улучшению 
каталитических характеристик фермента по отношению к 
субстратам с более объемными заместителями у фосфорно-

Рисунок  6.  Структура люциферазы из 
светляков Luciola mingrelica (Uniprot 
Q26304). Аминокислотные остатки, 
подвергшиеся направленному мутаге-
незу, представлены сферами. Рисунок 
создан авторами на основании данных 
публикаций 113, 119.

a b c Рисунок  7.  Cтруктуры димера орга-
нофосфатгидролазы из Brevundimonas 
diminuta (a) и мономерных субъединиц 
ферментов из Agrobacterium radiobacter 
(b) и Mycobacterium tuberculosis (c). 
Структурные параметры взяты из базы 
данных RSCB PDB (коды 1QW7, 2D2G 
и 4IF2 соответственно). Каталитически 
важные ионы Co2+ и Zn2+ в активных 
центрах ферментов показаны в виде 
сфер розового цвета.
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го центра в молекулах фосфорорганических пестицидов, 
отравляющих веществ и продуктов их гидролиза (Vx, ди
изопропилфторфосфата, эфиров метилфосфоновой кисло-
ты и др.).136, 137 Использование методов компьютерного мо-
делирования позволило установить причину таких 
изменений в свойствах получаемых производных фермен-
та. Она заключалась в том, что при появлении polyHis-по-
следовательности в молекуле ОРН, участвующей в образо-
вании димерной структуры, происходит изменение 
конформации, которое приводит к сильному раскрытию 
гидрофобных карманов, образующих центр связывания 
субстрата. Оказалось, что в присутствии polyHis-последо-
вательности по внешним краям каждой из субъединиц OPH, 
формирующих димер (см. рис. 7,а), конформация фермента 
немного «растягивается», что способствует небольшому 
«раскрытию» карманов, т.е. активных центров фермента, 
расположенных ближе к середине димерной молекулы. 
Создание рекомбинантных fusion-белков на основе 
His6-OPH,136 комбинирующих свойства ОРН и других бел-
ков и ферментов за счет их биосинтетического объединения 
в единую молекулу через короткий аминокислотный лин-
кер, еще больше усиливало тенденцию на расширение кар-
манов связывания фермента с субстратами и снижение кон-
такта между субъединицами ОРН в димере вплоть до 
образование устойчивых мономерных структур с изменен-
ными каталитическими свойствами.

Таким образом, генетическая модификация молекулы 
ОРН polyHis-последовательностями позволяет:

1) упростить процедуру приготовления высокоочищен-
ного активного фермента и ускорить ее за счет применения 
супермакропористых носителей, пригодных для проточной 
металл-хелатирующей хроматографии;

2) совместить иммобилизацию фермента на аффинных 
носителях с его очисткой и получить разнообразные формы 
каталитически активных материалов для деградации ток-
сичных соединений;

3) изменить физико-химические характеристики ОРН 
(оптимальные значения температуры и pH для проявления 
активности, стабильность в различных средах);

4) улучшить каталитические характеристики фермента 
по отношению к разным субстратам, расширив спектр суб-
стратной специфичности His6-OPH;

5) создать fusion-белки с разными свойствами, обеспечи-
вающими повышение доли ферментов с комбинированны-
ми свойствами в растворимой форме при их экспрессии в 
клетках E. coli, которые предназначены для последующего 
использования при детектировании и деградации ФОС в 
промышленности, сельском хозяйстве и экологии.

4.3. Посттрансляционные модификации 
ферментов

Посттрансляционные модификации (ПТМ) белков и фер-
ментов лежат в основе регуляции межбелковых взаимодей-
ствий, определяющих процессы жизнедеятельности орга-
низмов (рис. 8). Для множества белков неизвестны иные 
функции, за исключением их регулируемой ПТМ способно-
сти связываться с другими биомолекулами. В настоящее 
время изучают типы ПТМ, определяющие конечную функ-
цию белка, начиная от его синтеза.138 Наибольшие пробле-
мы возникают при исследовании рекомбинантных белков, 
особенно при их экспрессии в «чужих» клетках-«хозяевах». 
Так, результаты, полученные при изучении рекомбинант-
ных белков эукариотов, синтезируемых в бактериях, пра-

Hydroxyproline

N-Acetyl glucosamine

Ubiquitin

Рисунок  8.  Основные подходы, применяемые в белковой инженерии, и примеры ПТМ белков: вводимая группа отмечена цветом; 
атомы водорода для простоты не показаны, а химические элементы окрашены в синий (азот), красный (кислород), белый или пурпур-
ный (углерод) и оранжевый (фосфор) цвета.
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ктически невозможно использовать для выяснения 
функционирования этих белков в организме эукариот. По-
сттрансляционные модификации можно разделить на три 
основных типа.

1. Модификации 1-го типа — ПТМ, регулирующие взаи-
модействия с другими биомолекулами, а также со структур-
ными элементами клеток в целом. Известно большое число 
таких модификаций, но наиболее популярны 109 из них фос-
форилирование и дефосфорилирование белков, катализиру-
емые специальными ферментами — протеинкиназами и 
протеинфосфатазами (рис. 9). Введение в белки дополни-
тельных отрицательно заряженных фосфатных групп по 
остаткам серина, треонина или тирозина изменяет направ-
ление их взаимодействия с другими биомолекулами. Реак-
ции гидролиза, катализируемые фосфатазами, в общем виде 
представлены на схеме 6.

Схема 6

phosphataseX
P

OH

OR

HO

H2O,

+  ROH

X = O, S

X
P

OH

OH

HO

Имеется большое количество данных о ключевой роли 
фосфорилирования белков в регуляции жизнедеятельности 
всех организмов. Менее изучен сходный процесс, заключа-
ющийся в сульфатировании и десульфатировании белков 
по остаткам тирозина, который также осуществляется спе-
циальными ферментами. Развитие данного направления ис-
следований заключается в углублении знаний о роли хоро-
шо изученных ПТМ (неферментативное гликирование, 
гликозилирование, окисление, убиквитинилирование, 
SUMOилирование (от англ. Small Ubiquitin-like Modifier), 
ацетилирование) и поиске новых модификаций белков, ре-
гулирующих их взаимодействие с другими биомолекулами.

2. Модификации 2-го типа — ПТМ, влияющие на струк-
туру белков и вызывающие изменения их функционирова-
ния. Указанные модификации приводят не только к измене-
нию взаимодействия белков с биомолекулами, но и 
непосредственно влияют на их каталитическую функцию 
(изменяют связывание с субстратами); они затрагивают 
аминокислотные остатки активного центра и, как правило, 
вызывают инактивацию ферментов. Однако известны при-
меры повышения активности ферментов при модификации 
каталитически важных аминокислотных остатков.139 – 141

Модификация аллостерических центров может вызывать 
как активацию, так и ингибирование ферментов. Обратимая 
модификация аминокислотных остатков активного и регу-
ляторных центров способна стать существенным элемен-
том регуляции каталитической активности фермента и 
определенного метаболического пути в целом. В этой об
ласти перспективными являются направления, связанные с 
поиском новых способов защиты ферментов от необрати-
мой инактивации, что особенно важно при их использова-

нии в биотехнологических процессах. Так, для защиты от 
необратимого окисления наиболее уязвимых SH-групп 
остатков Cys, участвующих в катализе, используют спосо-
бы, которые существуют в природных объектах: например, 
вводят в фермент дополнительные остатки Cys. Изучение 
роли ПТМ в регуляции свойств белков позволяет целена-
правленно проводить сайт-специфический мутагенез, со-
здавая ферменты с нужными свойствами. Например, замена 
остатков Cys на сериновые может вызывать такие измене-
ния функции фермента, которые происходят при окислении 
SH-групп до фрагмента сульфеновой кислоты (S – OH).142

3. Модификации 3-го типа — ПТМ аминокислотных 
остатков активного центра, вызывающие появление нового 
вида каталитической активности фермента. Именно этот 
тип ПТМ наиболее интересен, поскольку таких примеров 
немного. Кроме того, эти модификации тесно связаны с 
эффектом «белков подработки» («moonlighting proteins»). 
Для таких белков характерно наличие нескольких функций 
в дополнение к основной. Ферменты, относящиеся к 
«moonlighting proteins», наряду с проявлением главной ка-
талитической активности обычно способны взаимодейство-
вать с другими биологическими молекулами, участвуя в 
разнообразных процессах. Например, они могут связывать-
ся с нуклеиновыми кислотами, регулируя их транскрипцию 
или трансляцию, с разными сигнальными белками, индуци-
руя апоптоз и т.д. Более того, «moonlighting proteins», со-
храняя главную каталитическую активность, могут осу-
ществлять и другие реакции. Дополнительные реакции 
обычно не очень сложные, тесно связаны с основным ката-
литическим действием и обусловлены способностью фер-
мента связывать аналоги субстратов и производить с ними 
необходимые превращения. Существование таких 
«moonlighting proteins» с разнообразными функциями, 
включая несколько видов каталитической активности, в 
определенной степени ставят под сомнение известную ги-
потезу молекулярной биологии «один ген — один белок». 
Следует отметить, что в большинстве случаев «moonlighting 
proteins» полностью сохраняют свою основную функцию, 
т.е. катализируют реакцию, для которой предназначен дан-
ный фермент. Однако одновременно такие белки участвуют 
еще в нескольких процессах. Посттрансляционные модифи-
кации могут усиливать способность «moonlighting proteins» 
к осуществлению дополнительных функций. Так, в некото-
рых случаях после модификации каталитически важных 
аминокислотных остатков активного центра фермент начи-
нает катализировать совершенно новую реакцию, в отно
шении которой он ранее был индифферентен. При этом, 
естественно, полностью исчезает основная каталитическая 
активность. Следовательно, благодаря ПТМ гипотеза «один 
ген — один фермент» трансформируется в выражение 
«один ген — два фермента». К сожалению, такие примеры с 
убедительно доказанными механизмами в литературе 
практически отсутствуют.

a b c Рисунок  9.  Cтруктуры протеинфосфа-
тазы человека (a), щелочной фосфата-
зы человека (b) и фитазы из Aspergillus 
niger (c). Структурные параметры взяты 
из базы данных RSCB PDB (коды 6DNO, 
1ZED и 3K4Q соответственно). Катали-
тически важные ионы Mg2+ и Zn2+ в ак-
тивных центрах ферментов показаны в 
виде сфер.
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Хорошо изученным ферментом подобного рода является 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPD, КФ 
1.2.1.12), которая окисляет глицеральдегид-3-фосфат до 
1,3-дифосфоглицерата, восстанавливая NAD до NADH. 
Модификация каталитически важного Cys-остатка GAPD 
полностью ингибирует дегидрогеназную реакцию. Однако 
GAPD можно легко превратить в 1,3-дифосфоглицератфос-
фатазу при окислении остатка Cys в сульфеновую кислоту 
под действием пероксида водорода, других активных форм 
кислорода и даже оксида азота(II).143 Появление нового 
вида активности у фермента, предназначенного для осу-
ществления дегидрогеназной реакции, имеет значение для 
регуляции гликолиза и энергетических процессов в клетке. 
Благодаря расщеплению 1,3-дифосфоглицерата происходит 
разобщение стадий окисления и фосфорилирования в гли-
колизе, необходимое для эффективного синтеза ATP в ми-
тохондриях в аэробных условиях.

Окисление остатков Cys может также приводить к изме-
нению функции апуриновой/апиримидиновой эндонуклеа-
зы-1 (APE1).144, 145 При окислении SH-групп этого фермента 
до фрагментов сульфеновой кислоты происходит снижение 
эндонуклеазной активности, но увеличивается сродство к 
G-квадруплексу. В результате окисления изменяется функ-
ция APE1, и она начинает участвовать в модуляции процес-
сов транскрипции.

Приведенные выше данные показывают, что ПТМ одно-
го аминокислотного остатка приводит к превращению 
фермента в белок с совершенно иной каталитической актив
ностью, подтверждая возможность существования модели 
«один ген — два фермента». Но конкретных примеров, ил-
люстрирующих изменение функции ферментов при их 
ПТМ, описано немного. Как правило, их обнаруживают 
случайно и не всегда уделяют им должное внимание. Такие 
«побочные» виды каталитической активности способны 
играть важную роль в целенаправленной регуляции мета
болизма и могут быть использованы для создания фермен-
тов с новыми свойствами с помощью методов генной 
инженерии.

4.4. Генно-инженерные полисахаридгидролазы

Зерна злаковых культур (пшеницы, ржи, овса, ячменя) ши-
роко используют в производстве кормов для животных. 
В составе кормов присутствует 13 – 15% некрахмальных по-
лисахаридов (НПС) — целлюлозы, β-глюканов, ксила-
нов, — снижающих их усвояемость, затрудняя доступ пи-
щеварительных ферментов к питательным веществам 
(крахмалу и белкам). Моногастричные животные и птица 
не имеют собственных ферментов, способных эффективно 
расщеплять НПС, поэтому в кормопроизводстве в качестве 
добавок применяют ферментные препараты (ФП), в состав 
которых входят полисахаридгидролазы (целлюлазы, 
β-глюканазы и ксиланазы) (рис. 10). За счет ферментатив-

ного расщепления НПС (на схеме 7 показаны в виде цепоч-
ки из моносахаридов) повышается усвояемость питатель-
ных веществ.146

Для экономически оправданного производства фермен-
тов важно, чтобы клетки обладали высокой продуктив
ностью. С этой целью либо проводят мутагенез и селекцию 
продуцентов ферментов, либо используют методы генети-
ческой инженерии для модификации штаммов-продуцен-
тов, секретирующих целевые ферменты или комплексы 
нужных ферментов. При такой генетической модификации 
продуцентов можно целенаправленно изменять свойства 
самих белков, например увеличивать их операционную ста-
бильность и каталитическую активность по отношению к 
ряду субстратов.117 Так, с помощью нескольких последова-
тельных стадий индуцированного мутагенеза из дикого 
штамма был получен высокопродуктивный штамм 
Penicillium verruculosum В221-151, из которого далее также 
путем мутагенеза создали штамм P. verruculosum В1-537 
(ΔniaD) с высокой секреторной способностью внеклеточного 
белка (до 50 – 60 г · л-1). Такой штамм был ауксотрофом с де-
фектом в гене niaD, кодирующим синтез нитратредуктазы, 
что использовали как селекционный признак при скрининге 
рекомбинантных штаммов.147

Штамм P. verruculosum В1-537 продуцировал комплекс 
внеклеточных целлюлаз, которые по своей активности пре-
восходили аналоги, традиционно применяемые для биокон-
версии возобновляемого растительного сырья. На основе 
этого штамма были созданы рекомбинантные продуценты 
НПС-активных ферментов,148 среди которых были выбраны 
гетерологичная эндоглюканаза I из Trichoderma reesei (EGI), 
гомологичная EGII и гетерологичная эндоксиланаза Е из 
P. canescens (XylE).

В результате были получены клетки, продуцирующие 
одновременно EGI и EGII, EGII и XylE, а также штамм-про-
дуцент XylE, с использованием которых завод «Агрофер-
мент» (https://agroferment.ru) в настоящее время производит 
ряд ФП в качестве добавок, улучшающих усвояемость кор-
мов (табл. 3, 4). Такие ФП имели удельную эндоглюканаз-
ную (оценка по КМЦ) и ксиланазную активности, которые 
превышали в 1.5 – 3.7 и 1.7 – 3.3 соответственно аналогич-
ные параметры для контрольного ФП В1-537, полученного 
на основе P. verruculosum B1-537 (ΔniaD) с помощью реци-
пиентного штамма. При этом общая целлобиогидролазная 
(СBH) активность кормовых ФП (оценка по МКЦ) умень-
шилась в 1.3 – 1.8 раза. Контрольный препарат В1-537 вклю-
чал значительное количество экзодеполимераз СBHI и 
СBHII (58% от общего содержания белка), что важно для 
деструкции целлюлозы до растворимых сахаров, но не-
принципиально для кормовой добавки. В кормовых ФП 

a b c

Рисунок  10.  Структуры ксиланазы из 
Penicillium canescens (a), эндоглюкана-
зы из P. verruculosum (b) и β-глюканазы 
из Talaromyces funiculosus (c). Структур-
ные параметры взяты из базы данных 
RSCB PDB (коды 4F8X, 5I6S и 6IMW 
соответственно).

Схема  7
enzyme
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уровень СBH снижался в ~ 2.5 раза, а содержание эндодепо-
лимераз, разрушающих НПС, существенно увеличивалось.

В целом, данные по составу ФП совпадали с изменением 
их специфической активности: увеличение содержания EG 
и XylE приводило к повышению удельной КМЦазной и кси-
ланазной активности соответственно, а уменьшение содер-
жания СBH — к снижению удельной активности по МКЦ.

Фитаты (соли D-мио-инозитол-1,2,3.4,5,6-гексакисфос-
форной кислоты) являются «запасным» соединением фос-
фора в семенах высших растений. Содержание фитинового 
фосфора составляет 60 – 88% от общего количества фосфо-
ра в зерне.146, 147 Из-за очень низкой фитазной активности в 
пищеварительном системе эта форма фосфора является не-
доступной для моногастричных животных, у которых 
60 – 70% фосфора из кормов растительного происхождения 
не усваивается. Кроме того, фитиновая кислота связывается 

с ионами Ca2+, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, а также с белка-
ми, крахмалом и липидами, образуя малорастворимые 
соединения, что значительно снижает питательную цен-
ность кормов. Фитаза (см. рис. 9), которая гидролизует фи-
таты до неорганического фосфата и мио-инозитола, широко 
применяется в качестве кормовой добавки.146

На основе системы экспрессии P. verruculosum был полу-
чен высокоактивный рекомбинантный продуцент гетероло-
гичной фитазы А из Aspergillus niger (фитаза-3). С исполь-
зованием этого продуцента завод «Агрофермент» в 
настоящее время производит ферментные препараты 
«Агрофит» с содержанием фитазы, составляющим до 50% 
от общего количества белка, и «Агрофит Про», который 
представляет собой смесь фитазы и НПС-активных 
ферментов.

Таким образом, на платформе системы экспрессии генов 
микроскопического гриба P. verruculosum созданы новые 
высокопродуктивные рекомбинантные промышленные 
штаммы-продуценты, с помощью которых в России в про-
мышленных масштабах производят кормовые ФП нового 
поколения.148, 149

5. Биокатализ в медицине

5.1. Биокаталитический синтез и 
бактериальная резистентность к антибиотикам

Принципиально значимыми представляются исследова-
ния ферментов синтеза β-лактамных антибиотиков (пени-
циллинацилаз, РА) и их гидролиза (β-лактамаз, BL). Синте-
зируемые бактериями BL ответственны за резистентность 
патогенов к антимикробным средствам этого класса 
(рис. 11). Реакции гидролиза, которые катализирутся фер-
ментами, действующими на β-лактамные соединения, в об-
щем виде представлены на схеме 8.

Схема 8
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Таблица  3.  Удельная активность кормовых ферментных 
препаратов на различных субстратах.146 

Ферментный препарат
Активность, ед. на 1 мг белка a

КМЦ β-глюкан ксилан МКЦ

Контрольный препарат, 
получен с помощью 
штамма В1-537

13 ± 1 15 ± 1 20 ± 2 0.96 ± 0.08

«Агроцелл Плюс» 
(EGI – EGII)

48 ± 4 52 ± 5 9.2 ± 0.8 0.76 ± 0.07

«Агроксил Премиум» 
(EGII– XylE)

19 ± 2 22 ± 1 34 ± 3 0.53 ± 0.04

«Агроксил Плюс» 
(XylE)

5.2 ± 0.4 7.1 ± 0.4 66 ± 6 0.66 ± 0.06

Примечание. КМЦ — карбоксиметилцеллюлоза, МКЦ — 
микрокристаллическая целлюлоза. а Активности ФП приведены 
в международных единицах: за 1 единицу активности принимают 
начальную скорость гидролиза субстрата, которая равна 
1 мкмоль восстанавливающих сахаров (в глюкозном экви
валенте), образующихся за 1 мин при 50°C и pH 5.0 в 0.05 M 
буфере ацетата натрия; при этом восстанавливающие сахара 
определяют методом Шомоди – Нельсона. 

Таблица  4.  Компонентный состав кормовых ферментных препаратов.146

Ферментный препарат
Доля ферментов, % от общего содержания белка

СBHI – СBHII EGI EGII XylE другие белки

Контрольный препарат, получен с помощью штамма В1-537 58 ± 2 – 2.1 ± 0.1 – 40 ± 2
«Агроцелл Плюс» (EGI – EGII) 23 ± 1 32 ± 2 18 ± 1 – 28 ± 1
«Агроксил Премиум» (EGII– XylE) 22 ± 1 – 28 ± 2 32 ± 2 18 ± 1
«Агроксил Плюс» (XylE) 25 ± 1 – 2.0 ± 0.1 40 ± 2 33 ± 2

Примечание. СBH – целлобиогидролаза.

a b c Рисунок  11.  Cтруктуры β-лактамазы 
TEM-1 из Escherichia coli (a), димер-
ной β-лактамазы NDM-1 из Klebsiella 
pneumoniae (b) и РА из Alcaligenes 
faecalis (c). Структурные параметры 
взяты из базы данных RSCB PDB (коды 
4OQG, 4RL0 и 3K3W соответственно). 
Каталитически важные ионы Zn2+ в ак-
тивном центре NDM-1 показаны в виде 
сфер.
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За счет промышленного применения РА стали доступны-
ми наиболее широко используемые полусинтетические 
производные пенициллина и цефалоспорина, в то время как 
BL помогают патогенным микроорганизмам подавлять дей-
ствие этих лекарственных препаратов. Наиболее значимые 
достижения в изучении РА связаны с установлением осо-
бенностей каталитического механизма, с определением 
кинетической и термодинамической характеристик фер-
ментативных реакций и с анализом факторов, которые об-
условливают эффективность переноса ацильного фрагмен-
та. Детальное изучение кинетики такого переноса в водной 
среде, катализируемого РА, позволило авторам работы 150 
предложить методику исследования и кинетическую схему 
количественного описания экспериментальных данных. 
Этот подход стал основой для сравнения активностей 
ферментов из разных источников и их генетических моди-
фикаций.

Сопоставление различных ферментных препаратов по 
скорости превращения выбранного субстрата некорректно, 
если неизвестна концентрация активных центров фермен-
тов. Для РА (КФ 3.5.1.11) был разработан метод титрования 
активных центров, позволяющий сравнивать ферменты из 
различных источников и их мутанты, оценивать эффектив-
ность процесса иммобилизации,151 характеризовать 
субстратную специфичность РА по отношению к субстра-
там различных классов.152 Для этой цели оказался пригод-
ным широко известный в энзимологии фенилметансульфо-
нилфторид, используемый для инактивации протеаз при 
выделении и очистке белков. Пенициллинацилазы способ-
ны чрезвычайно эффективно связывать это соединение с 
образованием фермент-ингибиторного комплекса, что при-
водит в результате к ковалентной модификации ключевого 
каталитического остатка Ser и инактивации фермента. Ме-
тод титрования активных центров РА активно применяют в 
различных исследованиях (см., например, работу 153).

Основные процессы, связанные с развитием бакте
риальной резистентности к антибиотикам, определяются 
действием бактериальных гидролаз — пенициллинсвязы-
вающих белков (PBP) и BL. Первые отвечают за синтез 
олигопептидов бактериальной клеточной стенки, их рост и 
деление и являются основной мишенью β-лактамных ан-
тибиотиков — ковалентных ингибиторов этих ферментов. 
Вторые появились у бактерий в процессе эволюциии и 
были предназначены для инактивации антибиотиков пу-
тем гидролиза C – N-связи β-лактамного цикла.154, 155 
Ферменты PBP являются сериновыми гидролазами, а BL 
могут быть как сериновыми гидролазами, так и металло-
ферментами.156, 157

В случае сериновых гидролазах на первой стадии проис-
ходит ацилирование боковой цепи аминокислотного остат-
ка Ser, в то время как в металло-BL аналогичный процесс 
включает участие каталитического гидроксид-иона вместо 
остатка Ser.158, 159 В пенициллинсвязывающих белках ста-
дия дезацилирования медленная, что объясняет формирова-
ние долгоживущего ковалентного комплекса фермента с 
ингибитором.160 Напротив, сериновые BL характеризуются 
большой скоростью дезацилирования, с чем и связана быс-
трая деградация молекул антибиотика. В металло-BL ста-
дия дезацилирования отсутствует, в результате чего допол-
нительно увеличивается эффективность их инактивации. 
Резистентность возникает в результате мутаций в генах, 
кодирующих структуру PBP, что приводит к ухудшению 
связывания антибиотика или уменьшению скорости ацили-
рования, или увеличению скорости дезацилирования.

Цефалоспориновые антибиотики относятся к группе 
β-лактамов. На основе цефалоспорина синтезирован нитро-
цефин — хромогенный субстрат, с помощью которого мож-
но следить за кинетикой превращения.

Структура нитроцефина
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При изучении гидролиза нитроцефина в активном цент-
ре металло-BL L1 было выделено три элементарных стадии 
реакции и отмечено накопление интермедиата. Расчеты ме-
тодом КМ/ММ показали, что на первой стадии происходит 
нуклеофильная атака гидроксид-иона на карбонильный 
атом углерода субстрата, что и определяет первую, бóльшую 
наблюдаемую константу скорости.161 Далее с невысоким 
энергетическим барьером разрывается C – N-связь четырех-
членного цикла нитроцефина, сопровождаясь образованием 
стабильного интермедиата. Лимитирующей является по-
следняя, третья стадия реакции, на которой происходит пе-
ренос протона с карбоксильной группы каталитической ас-
парагиновой кислоты на атом азота антибиотика. Эти 
исследования позволили детализировать последователь-
ность элементарных стадий с атомарным разрешением и 
применить полученные данные для анализа реакционной 
способности родственных соединений.162

Было проведено репозиционирование терапевтического 
средства унитиола, связывающего ионы тяжелых металлов, 
в качестве ингибитора металло-BL NDM-1.163 Детальное 
сравнение структур комплексов фермент – ингибитор и фер-
мент – субстрат, полученных методами КМ/ММ, показало, 
что эффективное связывание унитиола обусловлено рас
познаванием активным центром фермента сульфогруппы и 
консервативной карбоксигруппы антибиотика и связывани-
ем тиолята катионами цинка вместо каталитического ги-
дроксид-аниона. Таким образом, установление механизмов 
ферментативных реакций и определение их элементарных 
стадий позволяет прогнозировать возможные структуры 
комплексов фермент‒ингибитор и находить новые ингиби-
торы для ключевых ферментов патогенов.

5.2. Ингибиторы холинэстераз —  
борьба с болезнью Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера (БА) — одно из наиболее распростра-
ненных нейродегенеративных заболеваний в пожилом воз-
расте, которое характеризуется прогрессирующей потерей 
памяти и других когнитивных функций и в итоге приводит 
к полной инвалидности и смерти. Отсутствие эффективной 
терапии БА в значительной степени связано со сложным 
мультифакторным характером патогенеза этого заболева-
ния.164 Существует «холинергическая гипотеза» БА, со-
гласно которой дефицит ацетилхолина коррелирует с ког-
нитивными нарушениями. На этом основано лечение таких 
пациентов ингибиторами ацетилхолинэстеразы (AChE) и 
бутирилхолинэстеразы (BChE) — ферментов, регулирую-
щих уровень ацетилхолина в синаптическом пространстве.

По мере прогрессирования БА активность AChE снижа-
ется, в то время как активность BChE увеличивается и воз-
растает ее роль как терапевтической мишени. Известно, что 
селективные ингибиторы BChE повышают уровень ацетил-
холина в мозге, не оказывая побочных холинергических эф-
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фектов, характерных для ингибиторов AChE.165 Важную 
роль сыграло открытие проагрегантных свойств AChE в 
отношении b-амилоида посредством участия перифериче-
ского анионного сайта.164 Поскольку BChE также связана с 
различными стадиями амилоидогенеза,166 то ингибиторы 
данного фермента представляют интерес и с точки зрения 
антиамилоидной стратегии.

В настоящее время одним из наиболее перспективных 
подходов к фармакотерапии БА является направленное 
конструирование препаратов, способных действовать од-
новременно на несколько потенциальных биомишеней па-
тогенеза этого заболевания, включая новые аспекты инги-
бирования ацетил- и бутирилхолинэстераз.167, 168

Удачным примером реализации такого подхода стал 
синтез оригинальных мультилигандных соединений 1 – 6. 
Такие структуры представляют собой коньюгаты фарма-
кологически значимых скаффолдов, которые способны 
как ингибировать обе холинэстеразы, так и селективно по-
давлять функции BChE. Важно, что эти соединения спо-
собны действовать и на ряд других важных биологических 
мишеней, что обеспечивает их высокие нейропротектор-
ные свойства.168, 169 Так, конъюгаты 1 – 4 проявили высо-
кую ингибирующую активность в отношении BChE с кон-
центрацией полумаксимального ингибирования (IC50) в 
диапазоне 1 – 6 мкМ и высокую селективность по сравне-
нию с AChE и анти-мишенью — карбоксилэстеразой.170, 171 
Эти результаты позволяют ожидать от таких соединений 
когнитивно-стимулирующего действия без холинергиче-
ских побочных эффектов и неблагоприятных взаимо
действий с другими лекарствами. Конъюгаты 5 и 6, соче-
тающих фрагменты карбазола и аминоадамантанов, 
эффективно и селективно ингибируют BChE с 
IC50 = 3 – 15 мкМ.172

Создание мультитаргетных структур можно также осу-
ществлять путем направленной модификации известных 
антихолинэстеразных препаратов. В этом случае привлека-
тельным подходом является улучшение фармакологическо-
го профиля известных лекарств, таких как такрин или его 
аналог амиридин, объединяя их через спейсер с другими 
активными фармакофорами.167, 173 – 175 В качестве второго 
фармакофора может быть использован тот же антихолинэс-
теразный препарат, в результате получают гомодимеры.176

Соединения-лидеры 7a – c, выявленные среди конъюга-
тов амиридина с пиперазином, эффективно ингибируют 
AChE cо значением IC50 в микромолярном диапазоне по 
смешанному механизму. По результатам докинга такие 
конъюгаты являются бифункциональными агентами, инги-
бирующими гидролиз нейромедиатора ацетилхолина и бло-
кирующими AChE-индуцируемый амилоидогенез.174 Гомо-
димеры 8 и 9 с двумя фрагментами амиридина также 
эффективно ингибируют холинэстеразы, преимущественно 
BChE, превышая активность исходного препарата.176 Удли-
нение спейсера между фармакофорами приводит к повыше-
нию анти-AChE-активности и способности ингибировать 
AChE-индуцируемый амилоидогенез.
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Таким образом, выявленная недавно роль холинэстераз в 
патогенезе БА позволяет по-новому взглянуть не только на 
развитие этого заболевания, но и наметить новые подходы к 
созданию эффективных нейропротекторных препаратов на 
основе оригинальных модуляторов активности AChE и 
BChE.

5.3. Биокаталитические процессы репарации 
ДНК

Сохранение целостности структуры ДНК определяет 
стабильность клеточного генома. Однако ДНК достаточно 
легко повреждается под действием различных факторов, 
наиболее распространенным из которых является окисли-
тельный стресс. Ключевую роль в сохранении целостности 
генома выполняют механизмы репарации ДНК, которые ис-
правляют повреждения. Мутации генов, кодирующих бел-
ки репарации ДНК, приводят к возникновению различных 
патологий, в том числе к онкологическим и нейродегенера-
тивным заболеваниям.177
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Системы репарации функционируют как надмолекуляр-
ные ансамбли белков, в которых одни ферменты выполня-
ют основную каталитическую функцию, а другие ферменты 
и белковые факторы регулируют их активность. Поли(ADP-
рибоза)полимераза 1 (PARP1) — один из ключевых фер-
ментов, регулирующих репарацию ДНК в клетках высших 
эукариот (рис. 12) путем поли(ADP-рибозил)ирования бел-
ков, еще одной важной ПТМ.

В ответ на повреждения ДНК (одно- и двуцепочечные 
разрывы цепей), вызываемые генотоксическим стрессом, 
PARP1 катализирует синтез поли(ADP-рибозы) (PAR) 178 — 
отрицательно заряженного разветвленного полимера, ис-
пользуя в качестве субстрата никотинамидадениндинуклео-
тид (NAD+) (рис. 13).

Макромолекула PAR ковалентно присоединяется к само-
му ферменту, в результате чего PARP1 приобретает отрица-

тельный заряд и может диссоциировать из комплекса с по-
вреждением ДНК, тем самым инициируя процесс его 
репарации. Реакция образования PAR обратима: полимер 
подвергается расщеплению с помощью фермента 
поли(ADP-рибоза)гликогидролазы (PARG), что обеспечи-
вает регуляцию уровня PAR в клетке. Остаток ADP-рибозы, 
присоединенный непосредственно к белку-мишени, устой-
чив к действию PARG и удаляется другими ферментами. 
Фермент PARP1 — член большого семейства, включающе-
го 17 белков, которые тоже используют в качестве субстра-
та NAD+. Однако катализировать синтез PAR в клеточном 
ядре в ответ на повреждение ДНК способны в основном 
PARP1 и открытый впоследствии аналогичный фермент 
PARP2. Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
было подтверждено, что PARP1 и PARP2 взаимодействуют 
с повреждениями в ДНК и катализируют синтез PAR.179

a b c Рисунок  12.  Структуры димера поли- 
(ADP-рибоза)полимеразы 1 человека 
(PARP1) (a), белкового фактора PAR-
илирования гистонов 1 (HPF1) (b) и 
поли(ADP-рибоза)гликогидролазы че-
ловека (PARG) (c). Структурные пара-
метры взяты из базы данных RSCB PDB 
(коды 7ONT, 6M3G и 6O9X соответст-
венно).

DNA damage

n

n

n

Рисунок  13.  Схема синтеза разветвленного полимера ADP-рибозы, катализируемого PARP1 c использованием NAD+ в качестве суб-
страта, при повреждениях ДНК. Рисунок создан авторами на основании данных публикации 178.



S.D.Varfolomeev, V.Švedas, E.N.Efremenko, A.M.Egorov,  M.G.Khrenova, V.I.Tishkov et al. 
Russ. Chem. Rev., 2024, 93 (12) RCR5144 [Успехи химии, 2024, 93 (12) RCR5144]	 21 из 55

В репарацию ДНК могут быть вовлечены РНК-связыва-
ющие белки.180, 181 Поли(ADP-рибоза) моделирует РНК, по-
этому можно ожидать взаимодействия с ней РНК-связыва-
ющих белков, в результате чего такие белки способны 
входить в комплексы репарации ДНК.182 Среди РНК-связы-
вающих ядерных белков особое внимание привлекают бел-
ки с неструктурированными доменами, которые важны для 
взаимодействия с PAR. Один из таких белков — FUS-белок 
(от англ. Fused in Sarcoma), мутации в гене которого приво-
дят к возникновению серьезного нейродегенеративного за-
болевания — бокового амиотрофического склероза. При 
генотоксическом стрессе этот белок взаимодействует с PAR 
(см.183) и концентрируется на повреждениях ДНК.184 При 
связывании FUS-белка с поли(ADP-рибозой), синтезируе-
мой PARP1, образуются немембранные компартменты, ко-
торые можно обнаружить с помощью АСМ.185 За счет фор-
мирования компартментов достигается разделение 
поврежденной и массива неповрежденной ДНК, а также 
происходит концентрирование белков репарации на повре-
ждении.181, 185

В 2016 г. был обнаружен 186 новый кофермент PARP1/2 — 
фактор PAR-илирования гистонов 1 (histone PARylation 
factor 1, HPF1). Этот белок регулирует активность и специ-
фичность PARP1/2 и образует с каждым из этих ферментов 
совместный активный центр.187 Роль белкового взаимодей-
ствия заключается в переключении специфичности PAR-
илирования с остатков аспартата, глутамата и других ами-
нокислот на остатки Ser.188 Структурный и мутационный 
анализ комплекса HPF1 с PARP2 показал, что при формиро-
вании общего активного центра происходит внедрение ка-
талитического остатка Glu284 кофермента HPF1 недалеко 
от остатков глутамата белков PARP1 и PARP2, участвую-
щих в катализе, и от молекулы NAD+. В результате форми-
руется активный центр, способный катализировать эффек-
тивный перенос ADP-рибозы на остаток Ser.187

В исследованиях механизма действия HPF1 в присутст-
вии ДНК, свободной либо связанной с нуклеосомой,189, 190 
показано, что этот кофермент стимулирует стадию инициа-
ции PAR-илирования. Он многократно увеличивает изна-
чально низкую активность PARP2 в присутствии специфи-
ческого повреждения ДНК и гистонов-акцепторов PAR. 
Таким образом, PARP2 выполняет специфическую роль в 
ответе на повреждения ДНК в составе хроматина.191 Этот 
вывод согласуется с недавно обнаруженными «волнами» 
синтеза PAR и PAR-илирования in vivo. Первая волна син-
теза PAR в клетках ассоциирована с обширной, но коротко-
живущей автомодификацией PARP1, вторая представлена 
более стабильной модификацией хроматина.192

Ферменты PARP1/2 — важные фармакологические ми-
шени при разработке новых методов лечения заболеваний 
человека. Ингибирование активности этих ферментов за-
держивает их в комплексах с разрывами ДНК, что препятст-
вует процессам репарации таких повреждений и приводит к 
гибели раковых клеток. Получение эффективных и селек-
тивных ингибиторов PARP1/2 — одно из интенсивно разви-
вающихся направлений современной медицинской хи-
мии.193 Все используемые в настоящее время в медицине 
ингибиторы PARP являются аналогами NAD+ и взаимодей-
ствуют с NAD+-связывающим участком активного центра 
фермента, что объясняет их высокую токсичность и низкую 
специфичность. Дальнейшее исследование механизма 
функционирования PARP в клеточных процессах необхо-
димо для поиска иных способов воздействия на эту мишень. 
Наиболее перспективным из них является воздействие на 

специфические контакты PARP с белками-партнерами, на-
пример HPF1, что может быть положено в основу нового 
подхода к созданию противоопухолевых препаратов.194

Помимо детектируемых белками PARP одно- и двуцепо-
чечных разрывов, в ДНК могут содержаться в заметных ко-
личествах повреждения самой разной химической природы. 
Так, расщепление N-гликозидной связи дезоксирибонукле-
озидов приводит к возникновению апурин-апиримидино-
вых (АП) сайтов. Эти сайты образуются также в качестве 
интермедиатов при эксцизионной репарации оснований 
(ЭРО) ДНК после действия ДНК-гликозилаз, удаляющих из 
ДНК поврежденные основания. Апурин-апиримидиновые 
сайты представляют собой равновесные полуацетальные и 
альдегидные формы (рис. 14, структуры 10, 11). Они неста-
бильны и подвержены элиминированию 3'-фосфата с 
образованием α,β-ненасыщенного альдегида 12 (PUA) на 
3'-конце ДНК. Такой же продукт и 2'-дезоксирибо-5'-фос-
фат 13 (dRP) образуются как интермедиаты в ходе ЭРО. 
Ввиду невозможности образовывать канонические пары 
оснований АП-сайты цитотоксичны и высокомутагенны.

Репликативные ДНК-полимеразы при достижении АП-
сайтов либо высвобождают ДНК, либо катализируют вклю-
чение dAMP напротив участка повреждения. Существуют 
специализированные (транслезионные) ДНК-полимеразы, 
которые могут эффективно включать dNMP в такие поло-
жения, однако вероятность мутации все равно остается 
очень высокой. В связи с этим АП-сайты в клетках должны 
быстро подвергаться репарации. В последнее время стало 
понятно, что из-за высокой реактивности АП-сайтов в жи-
вой клетке находится множество их производных. Под воз-
действием различных окислителей, ксенобиотиков и иони-
зирующего излучения возникают АП-сайты, окисленные по 
положениям C1' (2'-дезоксирибонолактон, DRL, 14), С2' 
(15), C4' (16, 17) и C5' (18, 1,4-диоксобутан 19).195 Апирими-
диновые сайты легко вступают в реакции с нуклеофилами, 
образуя широкий спектр аддуктов с низкомолекулярными 
соединениями и белками.196, 197 Методы секвенирования и 
масс-спектрометрического анализа подтверждают, что по 
числу модифицированные АП-сайты превосходят их альде-
гидные формы.

Начиная с 1990-х гг. стали появляться сообщения о том, 
что альдегидные АП-сайты, PUA и dRP эффективно образу-
ют довольно долгоживущие азометиновые конъюгаты 20 с 
аминогруппами самых разных ДНК-связывающих бел-
ков — ферментов и структурных белков репарации, гисто-
нов, ДНК-лигаз, интеграз, топоизомераз и т.п. Еще легче в 
такие реакции вступают окисленные АП-сайты.198 В насто-
ящее время в этом плане наиблее изучен DRL (14), который 
захватывает PARP1, Ku-антиген, ДНК-полимеразы β и λ, 
ДНК-гликозилазы Nth, OGG1, NEIL1 и NEIL3 как in vitro, 
так и в клетках, обработанных окисляющими агентами. 
Белки также могут образовывать аддукты с АП-сайтами че-
рез свои тиогруппы (см. структуру 21).

В 2020 г. был открыт 199 особый путь защиты АП-сайтов 
от спонтанной деградации, главная роль в котором принад-
лежит белку HMCES, образующему с АП-сайтами тиазоли-
диновый конъюгат 22 в результате реакции бокового заме-
стителя и аминогруппы N-концевого остатка Cys1. Далее 
такой конъюгат удаляется по стандартному пути репарации 
ДНК-белковых сшивок с гидролизом белковой части проте-
азой SPRTN. Апурин-апиримидиновые сайты являются од-
ним из главных источников ДНК-белковых сшивок в клет-
ке. Предложен метод получения стабильных конъюгатов 
АП-сайтов с белками — оснований Шиффа 20, который за-
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ключается в восстановлении NaBH4 ковалентных интер
медиатов реакций ДНК-гликозилаз. Было исследовано 
взаимодействие большого числа ДНК-полимераз эукариот, 
бактерий, архей и вирусов с ДНК-белковыми сшивка-
ми.200 – 202

Репарация ДНК-белковых сшивок тесно связана с про-
цессом репликации и в клетках человека начинается с про-
теолитической деградации белковой части конъюгата с 
участием протеасомы и специфично действующих протеаз 
SPRTN, FAM111A и DDI1.203 До последнего времени оста-
валось неясным, как завершается репарация остаточных 
ДНК-пептидных конъюгатов. Разработанные авторами ра-
бот 203 – 205 методы получения стабильных АП-сайт/пептид-
ных сшивок позволили ответить на этот вопрос. Оказалось, 
что такие конъюгаты расщепляются АП-эндонуклеазами, 
причем ферменты Nfo и Apn1p с одинаковой эффектив
ностью реагируют с любыми АП-сайт/пептидными аддук-
тами, в то время как APE1 человека отдает предпочтение 
образованию конъюгатов с участием ε-аминогруппы Lys, а 
не α-аминогруппы пептида.177 Примечательно, что конъю-
гаты первого типа представляют собой значительно более 
сильное препятствие для ДНК-полимераз, чем АП-сайты и 
конъюгаты второго типа.206, 207

Наконец, АП-сайты и PUA образуют ковалентные аддук-
ты с низкомолекулярными соединениями — метаболитами 
и ксенобиотиками, например с глутатионом (см. структуру 
23) и алкоксиаминами (см. структуру 24). Последние осо-
бенно перспективны как терапевтические соединения, по-
скольку их конъюгаты 24 устойчивы к действию всех фер-

ментов ЭРО, репарирующих АП-сайты.208 Простейший 
представитель этой группы соединений метоксиамин 
показал многообещающие результаты в клинических 
испытаниях как сенсибилизатор опухолей при терапии 
темозоломидом.

Таким образом, в последние годы достигнуты значитель-
ные успехи в понимании роли АП-сайтов в спектре повре-
ждений ДНК, которые порождают множество модифика-
ций, репарируемых разными путями, и по-разному 
взаимодействуют с репликативным аппаратом клетки.

5.4. Гемсодержащие пероксидазы: 
двойственная роль в организме человека

В организме человека присутствуют ферменты семейства 
гемсодержащих пероксидаз млекопитающих, основными из 
которых являются миелопероксидаза (MPO, КФ 1.11.2.2), 
пероксидаза эозинофилов (EPO, КФ 1.11.1.7), лактоперок-
сидаза (LPO, КФ 1.11.1.7) и тиреоидная пероксидаза (TPO, 
КФ 1.11.1.8) (рис. 15). Эти ферменты объединены в одну 
группу благодаря наличию гема в активном центре и спо-
собностью окислять многие субстраты в физиологических 
условиях.209, 210 Фермент TPO экспрессируется в щитовид-
ной железе и играет ключевую роль в синтезе гормонов ти-
роксина и трииодтиронина; LPO секретируется эпителиаль-
ными клетками и обнаружена в различных экзокринных 
выделениях человека (молоке, слюне, слезной жидкости и 
др.), где выполняет бактерицидную функцию; EPO локали-
зована в матриксе специфических гранул эозинофилов, а 
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Рисунок  14.  Структуры модифицированных АП-сайтов и их конъюгатов.
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MPO содержится в азурофильных гранулах нейтрофилов, а 
также в лизосомах моноцитов.

Упрощенная схема функционирования гемсодержащих 
пероксидаз млекопитающих представлена на рис. 16. Ути-
лизируя молекулу Н2О2 , эти ферменты отдают ей 2 электро-
на и из нативной ферри-формы (Por-Fe3+, где Por — порфи-
рин) превращаются в соединение I (Por•+-Fe4+=O). Гем 
соединения I, благодаря оксоферрильной форме железа и 
π-катион-радикалу порфирина, обладает двумя окислитель-
ными эквивалентами. Это позволяет соединению I осу-
ществлять последовательное одноэлектронное окисление 
субстратов через образование соединения II (Por-Fe4+=O) с 
возвращением в исходное состояние (Por-Fe3+) и замыкани-
ем пероксидазного цикла (см. рис. 16, реакции 1 – 3). В каче-
стве субстратов пероксидазного цикла (обозначены АН на 
рис. 16) выступают доноры электрона, такие как аскорбат, 
нитрит, Tyr, Trp и множество ксенобиотиков ароматиче-
ской природы.

В отличие от обычных пероксидаз соединение I в составе 
гемсодержащих пероксидаз млекопитающих обладает уни-
кальной способностью осуществлять двухэлектронное 
окисление галогенидов (Clˉ, Brˉ, Iˉ) и псевдогалогенидов 
(SCNˉ) до соответствующих гипогалоидных кислот, замы-
кая тем самым цикл галогенирования (см. рис. 16, реакции 
1 и 4), который описывается суммарным уравнением (3)

Halˉ + Н2О2 + Н+ → НOHal + H2O	 (3)

По способности окисляться (псевдо)галогениды 
располагаются в следующей последовательности: 
SCNˉ > Iˉ  > Brˉ > Clˉ. Однако при физиологических значе-
ниях pH и типичных концентрациях этих анионов в плазме 
крови MPO преимущественно катализирует образование 
HOCl.211 Соединение I в составе EPO окисляет Clˉ только 
при низких значениях pH, а при pH 7.0 оно гораздо быстрее 
окисляет Brˉ, Iˉ и SCNˉ, чем аналогичное соединение в со-
ставе MPO. В то же время при нейтральных pH фермент 
LPO медленно окисляет Brˉ, но очень быстро — Iˉ и SCNˉ. 
Все четыре фермента способны окислить Iˉ до иодновати-
стой кислоты (HOI). Поскольку концентрация Iˉ в крови и 
тканях (за исключением щитовидной железы) меньше 
1 мкМ, то окислением этого аниона в организме в естест-
венных условиях можно пренебречь.

Из представленного выше материала можно сделать сле-
дующие выводы:

1) концентрация Clˉ в крови более чем в 1000 раз превос-
ходит концентрации других (псевдо)галогенидов;

2) в крови человека на долю нейтрофилов и моноцитов, в 
которых содержится MPO, приходится до 80% всех лейко-
цитов;

3) при физиологических условиях только соединение I в 
составе MPO способно быстро окислить Clˉ до HOCl.

Следовательно, именно MPO выполняет роль главного 
источника галогенсодержащих реактантов в крови челове-
ка, основным представителем которых, вероятнее всего, 
должна быть хлорноватистая кислота (HOCl). Гипогалоид-
ные кислоты обладают выраженными окислительными 
свойствами в соответствии с уравнением (4), причем окис-
лителем является атом галогена.

HOHal + H+ + 2 e → Halˉ + H2O	 (4)

Именно по этой причине гипогалоидные кислоты и их 
реакционноспособные производные принято называть ак-
тивными формами галогенов (АФГ).209 – 212

Миелопероксидаза играет важную роль в защите орга-
низма от патогенов. Нейтрофилы фагоцитируют чужерод-
ные микроорганизмы, при этом происходит дегрануляция, в 
результате которой азурофильные и другие цитоплазмати-
ческие гранулы нейтрофилов сливаются с мембраной фаго-
сомы. Этот фермент вместе с другими бактерицидными 
белками оказывается в фагосоме с патогеном и катализиру-
ет образование АФГ, что приводит к его гибели. MPO-Зави-
симая антимикробная система нейтрофилов является самой 
эффективной из всех бактерицидных систем фагоцитов. 
Другой MPO-зависимый бактерицидный механизм дейст-
вия нейтрофилов, получивший название нетоз, заключается 
в формировании и высвобождении во внеклеточное про-
странство сетеподобных структур, состоящих из деконден-
сированной ДНК с встроенными бактерицидными белками, 
включая MPO. Такие структуры называют нейтрофильны-
ми внеклеточными ловушками. Попадая в ловушки, бакте-

a b c
Рисунок  15.  Структуры димера MPO 
человека (a) и мономерных субъединиц 
EPO человека (b) и LPO быка (c). Струк-
турные параметры взяты из базы данных 
RSCB PDB (коды 5WDJ, 8OGI и 3I6N 
соответственно). Каталитически важные 
ионы Fe2+ и Fe3+ в активных центрах 
ферментов показаны в виде сфер.
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Рисунок  16.  Схема пероксидазного и галогенирующего циклов 
ферментов семейства гемсодержащих пероксидаз млекопитаю-
щих. Рисунок создан авторами на основании данных публика-
ции 210.
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рии погибают, подвергаясь воздействию антимикробных 
агентов, в том числе и АФГ, которые образуются при функ-
ционировании MPO.213 Именно таким способом АФГ защи-
щают организм от патогенов.

Однако неконтролируемое аномально высокое высвобо-
ждение MPO из лейкоцитов в результате их активации, 
дегрануляции, нетоза, некроза и(или) повышение активно-
сти данного фермента может приводить к чрезмерному про-
дуцированию АФГ. В силу высокой реакционной способ
ности и неспецифичности действия АФГ могут повреждать 
биомолекулы, клетки и ткани организма-«хозяина», что 
вызывает появление галогенирующего стресса.209, 210, 214, 215 
Последний характеризуется дисбалансом между усилен-
ным образованием АФГ и сниженной способностью орга-
низма удалять или нейтрализовать их избыточное количест-
во.209, 210, 214, 215 Накопилось много экспериментальных дока-
зательств того, что галогенирующий стресс является причи-
ной возникновения или, как минимум, сопровождает 
развитие ряда воспалительных заболеваний, среди которых 
сердечно-сосудистые, нейродегенеративные, аутоиммун-
ные, онкологические, эндокринные.209 – 211, 214, 215 Показано, 
что в крови больных указанными заболеваниями обнаружи-
ваются не только повышенная концентрация (активность) 
MPO, но и многочисленные маркеры галогенирующего 
стресса: модифицированный HOCl белок, 3-хлор- и 3-бром-
тирозины, 2-хлоральдегиды, хлоргидрины ненасыщенных 
фосфолипидов, 5-хлорурацил, 5-хлорцитидин, 8-хлоргуа-
нозин и др.209 – 211

Таким образом, гемсодержащие пероксидазы выполня-
ют в организме важную бактерицидную функцию, защи-
щая его от патогенов, но одновременно способны повре-
ждать клетки и ткани организма-«хозяина», провоцируя 
развитие воспалительных заболеваний. Для снижения по-
вреждающего действия гемсодержащих пероксидаз и в то 
же время для сохранения их бактерицидной функции целе-
сообразно развивать стратегии, направленные на регуля-
цию активности таких ферментов и выяснение механиз-
мов их появления в крови.211 Для этого необходимы 
разработка чувствительных методов нового поколения, 
основанных на обнаружении пероксидаз,211, 216 АФГ,217 
биомаркеров галогенирующего стресса, а также поиск спе-
цифических ингибиторов,218 позволяющих адекватно под-
держивать бактерицидную активность ферментов при од-
новременном сдерживании развития воспалительных 
процессов.211

5.5. Мембранные и растворимые гидролазы 
(синтетазы) пирофосфата — ключевые 
ферменты энергетического обмена

Пирофосфат (P2O7
4–) — макроэргический анион, образую-

щийся в больших количествах как побочный продукт био-
синтеза белков, нуклеиновых кислот (НК), полисахаридов и 

многих других соединений. Число таких реакций исчисля-
ется сотнями, и они обычно протекают по общей схеме 9.

Для эффективного протекания этих реакций требуется 
энергия, источником которой является АТР. Величина сво-
бодной энергии Гиббса (ΔG 0) для гидролиза АТР до AMP 
и  пирофосфата (пирофосфоролиза) составляет 
–46 кДж · моль–1, еще ~ 20 кДж · моль–1 выделяется при ги-
дролизе PPi до фосфата. В сумме это значение на 
35 кДж · моль–1 меньше величины ΔG 0 для расщепления 
АТР по терминальной фосфоэфирной связи с образованием 
ADP и фосфата, которая составляет 31 кДж · моль–1. По 
этой причине в результате двухстадийного гидролиза АТР 
достигается более полное протекание реакций биосинтеза и 
появляется возможность его регулирования изменением 
стационарной концентрации PPi . По закону действующих 
масс ее уменьшение будет стимулировать биосинтез и, нао-
борот, ее увеличение будет подавлять процесс. Стационар-
ная концентрация PPi зависит от активности пирофосфата-
зы (PPase, КФ 3.6.1.1), превращающей PPi в ортофосфат 
(схема 10).

Схема 10
P2O7   +  H2O

PPase
2 HPO4

(PPi) (Pi)

4– 2–

В большинстве организмов гидролиз PPi под действием 
PPase является единственным путем его возврата в метабо-
лизм (рис. 17), поскольку в них отсутствуют другие фер-
менты, использующие PPi как субстрат. Растворимые PPase 
делятся на два негомологичных семейства (I и II) с очень 
разными пространственными структурами. Семейство I 
представлено во всех живых объектах, семейство II обнару-
жено только у прокариот. За крайне редким исключением, 
PPase семейства I — однодоменные белки (см. рис. 17,a) с 
гомодимерной (у эукариот) или гомогексамерной (у прока-
риот) структурой. Важная особенность семейства II — 
двухдоменная структура с активным центром, располагаю-
щимся между доменами (см. рис. 17,b).219

Некоторые PPase семейства II имеют в составе единого 
полипептида регуляторную часть, образованную двумя 
CBS-доменами и одним DRTGG-доменом (названия доме-
нов взяты из базы данных PHAM). CBS-Домены, найден-
ные и во многих других белках,220, 221 прочно связывают 
адениновые нуклеотиды, причем AMP и ADP ингибируют, 
а ATP и диаденозинполифосфаты активируют пирофосфа-
тазу.222 Для активного центра PPase семейства I цитозоля 
дрожжей и E. coli определены все стадии каталитического 

Схема  9

X and Y are two joining molecules,
AMP is adenosine monophosphate,
Pi is orthophosphate

X + Y + ATP  X–Y + AMP + PPi

2 Pi

a b c Рисунок  17.  Структуры субъедини-
цы PPase семейств I человека (a) и II 
Bacillus subtilis (b), а также димерного 
фермента из Staphylococcus aureus (c). 
Структурные параметры взяты из базы 
данных RSCB PDB (коды 7BTN, 2HAW 
и 4RPA соответственно). Каталитически 
важные ионы Mg2+ и Mn2+ в активных 
центрах ферментов показаны в виде 
сфер.
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цикла в обоих направлениях и установлены функции 13 
аминокислотных остатков.223 Ключевую роль в катализе иг-
рают 3 – 4 иона Mg2+, активирующие как субстрат, так и 
нуклеофильную молекулу воды путем понижения ее pKa до 
~ 7.224

В ряде работ последних лет показано,225, 226 что в рако-
вых клетках активность PPase значительно увеличена. При 
некоторых заболеваниях, например хондрокальцинозе, же-
лательно повышать активность PPase, чтобы уменьшить 
концентрацию PPi и предотвратить кристаллизацию его 
кальциевой соли.227 Для этой цели разработаны способы до-
ставки в ткани PPase, иммобилизованной на наноалмазах,228 
или в виде коньюгата с транспортным белком.229 Пирофос-
фатаза семейства I присутствует также в матриксе митохон-
дрий, а мутации в ее гене ppa2 приводят к серьезным дис-
функциям митохондрий у дрожжей и вызывают летальные 
патологии у человека.230 Пирофосфатаза семейства II, име-
ющая нуклеотид-связывающие CBS-домены, представляет 
собой хорошую модель для выяснения механизма регуля-
ции CBS-белков. Установлено, что для CBS-PPase характе-
рен множественный положительный кооперативный эф-
фект, который проявляется при катализе превращения 
субстрата в активных центрах (кинетическая кооператив-
ность) и при связывании адениновых нуклеотидов с регуля-
торными центрами.231

Еще одно семейство объединяет интегральные мембран-
ные пирофосфатазы (mPPase; КФ 7.1.3.1), присутствующие 
в мембранах растений, некоторых прокариот и простейших. 
Они связывают гидролиз PPi с транспортом ионов Н+ и Na+ 
через мембрану.231, 232 На основании транспортной 
специфичности в физиологических условиях семейство 
mPPase разделяют на H+-транспортирующие (H+-mPPase), 
Na+-транспортирующие (Na+-mPPase) и Na+,H+-транспор-
тирующие (Na+,H+-mPPase).232 Все известные K+-независи-
мые mPPase переносят только Н+, тогда как K+-зависи-
мые — H+ или H+ и Na+. Все Na+-транспортирующие mPPase 
активны только в присутствии Na+.232 Структурно эти фер-

менты не похожи ни на одно другое семейство белков и 
представляют собой интегральные α-спиральные белки, ко-
торые пронизывают мембрану насквозь и существуют в 
виде прочного гомодимера с молекулярной массой 
~ 140 кДа 233 – 235 (рис. 18). Каждая субъединица димера (см. 
рис. 18,а) образует необычную воронкообразную структуру 
с большой гидрофильной полостью в цитоплазматической 
части и гидрофильным каналом в мембранной части.

Полость представляет собой гидролитический центр и 
содержит много белковых лигандов для связывания пиро-
фосфата и пяти ионов Mg2+, а также два остатка Asp, 
которые удерживают нуклеофильную молекулу воды. Вер-
тикальный ионный канал с «воротами» соединяет гидроли-
тический центр с противоположной стороной мембраны. 
Структуры H+-mPPase и Na+-mPPase очень похожи,234, 235 
главное различие состоит в положении остатка Glu, кото-
рый в Na+-mPPase создает центр связывания Na+ в транс-
портном канале.235 – 237 Одним из главных достижений в из-
учении mPPase стало открытие механизма прямого 
сопряжения гидролиза и транспорта, а также определение 
роли димерной структуры в этом механизме.235, 236, 238, 239 
Фермент mPPase является первой «протонной помпой», ра-
ботающей по принципу прямого сопряжения 240 (см. 
рис. 18,b,c), и присутствует в ряде патогенных организмов: 
Na+, H+- и Na+-mPPase в бактериях (например, Bacteroides 
fragilis и Clostridium tetani), а H+-mPPase в простейших (на-
пример, Plasmodium falciparum и Trypanosoma cruzi). Для 
борьбы с такими микроорганизмами достаточно подавить 
активность mPPase, поэтому конструирование специфиче-
ских ингибиторов данного фермента представляет собой 
актуальную задачу.

Аналоги пирофосфата эффективно ингибируют mPPase, 
но они токсичны, по этой причине более перспективны ин-
гибиторы, действующие не на активный центр. Работы в 
данном направлении только начались. В 2021 г. были полу-
чены 241 производные изоксазола и пиразоло[1,5-a]пирими-
дина с константами ингибирования mPPase в микромоляр-
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Рисунок  18.  Структура mPPase и механизм транспорта катионов этим ферментом: димерная Na+-мРРаза Thermotoga maritima со 
связанной молекулой аналога пирофосфата (имидодифосфата) (показан красным цветом) и ионами металлов (Mg2+обозначен зеленым 
цветом, K+ — фиолетовым, Na+ — синим) в правой субъединице (код PDB 6QXA), представлены два остатка Asp, координирующие 
нуклеофильную молекулу воды, и три остатка, образующие «ионные ворота» (a); схематичное изображение «прямого» сопряжения в 
транспорте протона — молекула воды атакует пирофосфат и отдает протон для прохождения через мембрану, а другой протон погло-
щается из цитозоля для протонирования уходящей группы (фосфата) (b); и «бильярдный» механизм транспорта катиона Na+ (протон, 
образовавшийся из молекулы воды, выталкивает ион Na+ в транспортный канал) (c). Рисунки a и c приведены из публикации 236 в 
соответствии с лицензией Creative Commons CC BY.
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ном диапазоне, которые подавляли рост Plasmodium 
falciparum. Селективность таких ингибиторов обеспечива-
ется тем, что в организме млекопитающих отсутствует соб-
ственная mPPase.

5.6. Ферменты в детоксификационном 
биокатализе

В настоящее время известно большое количество токсинов 
природного и синтетического происхождения, негативное 
воздействие которых на человека и животных может быть 
снижено за счет применения ферментов, катализирующих 
реакции детоксификации ядовитых веществ. Наиболее ча-
сто в таких процессах исследуют оксидоредуктазы, гидро-
лазы и трансферазы 121, 125, 130, 242 (рис. 19). Реакции, катали-
зируемые типичными оксидоредуктазами и приводящие к 
окислению токсинов (RH), представлены на схеме 11.121, 125

Схема 11

R H + O2 + H+ + 2 e–
oxidoreductase

R OH + H2O

Реакции, протекающие при деструкции токсинов и ката-
лизируемые протеолитическими ферментами (рис. 20), мо-
гут включать расщепление амидной связи 130, 242, 243 
(схема 12).

Схема 12

enzyme

N
H

O H2O, O

OH
+ H2N

Известно, что по отношению к ферментам, применяе-
мым для детоксификации, токсины могут выполнять функ-
ции субстратов или ингибиторов.121, 122 Холинэстеразы 
(рис. 21) давно и активно исследуют в качестве фермент-
ных антидотов, действие которых основано на их неспеци-
фичном ингибировании различными токсичными вещест-
вами. Однако максимальный интерес представляют именно 
те ферменты, которые обеспечивают эффективный биока-
тализ, а не выполняют роль одноразовых «биоловушек». 
Типичная реакция, катализируемая холинэстеразами, при-
ведена на схеме 13.

Схема 13

R O

O
H2O, ChE

N+

HO
N+

R

O

+
OH

На сегодняшний день перечень токсинов, подвергаю-
щихся ферментативной детоксификации, довольно широк, 
и их химическая природа весьма разнообразна. Среди них 
следует упомянуть фосфорорганические отравляющие ве-
щества (Vx, зоман, O-этил-N-[1-(диэтиламино)этилиден]
фосфорамидофторидат),244, 245 микотоксины (охраток-
син А,243 стеригматоцистин,246 фумонизин,247 
зеараленон 248), токсичные прионы,242 лекарственые препа-
раты (доксорубицин,249 карбамазепин,250 парацетамол,251 
триклозан,252 каннабигерол 253), пестициды (метилпарати-
он,254 диурон,255 трансфлутрин 256). Проведение детоксифи-
кации часто требуется in situ (для очистки водных источни-
ков, стоков, почв), а также in  vitro (в производственных 
условиях при решении разных технологических задач по 
удалению токсинов из сельскохозяйственного сырья, кор-
мов, воздуха и воды, применяемой для медицинских и пить-

a b c Рисунок  19.  Структуры цитохрома 
P450 человека (a), FAD-зависимой ок-
сидоредуктазы из Pleurotus eryingii (b) 
и лакказы из Trametes versicolor (c). 
Структурные параметры взяты из базы 
данных RSCB PDB (коды 6DWN, 5OC1 
и 1KYA соответственно). Каталити
чески важные ионы Fe2+, Fe3+ и Cu2+ в 
активных центрах ферментов показаны 
в виде сфер.

a b c Рисунок  20.  Структуры димерной ох-
ратоксиназы из Aspergillus niger (a) и 
мономеров — Zn-зависимой нейтраль-
ной протеазы из Bacillus cereus (b) и 
субтилизина из Bacillus licheniformis (c). 
Структурные параметры взяты из базы 
данных RSCB PDB (коды 4C5Y, 1NPC и 
3UNX соответственно). Каталитически 
важные ионы Zn2+ в активных центрах 
ферментов показаны в виде сфер.

a b c

Рисунок  21.  Структуры димера AChE 
из Tetronarce californica (a) и мономер-
ных субъединиц AChE (b) и BChE чело-
века (c). Структурные параметры взяты 
из базы данных RSCB PDB (коды 2XI4, 
7E3H и 6EQP соответственно).
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евых целей) и in vivo (в качестве антидотов для человека и 
животных).

В зависимости от места и цели применения ферменты 
представлены в различных формах, в виде стабилизирован-
ных или иммобилизованных препаратов, причем в качестве 
носителей могут быть использованы различные материалы 
(тканевые, композитные, гелевые и др.).128, 130, 132, 136, 252, 257 
При выборе стабилизирующих агентов и носителей для 
ферментов значительную роль играют методы молекуляр-
ного моделирования. Они позволяют in silico оценить нега-
тивный или позитивный эффект от иммобилизации, приро-
ду взаимодействий белковых молекул с носителями и 
стабилизаторами, а также прогнозировать свойства образу-
ющихся биокатализаторов.129, 130, 136, 252

В последнее время в объектах окружающей среды часто 
выявляют частицы микропластиков,258 на которых адсорби-
рованы различные токсины (лекарственные препараты, ми-
котоксины, токсины микроводорослей, прионы и др.) сов-
местно с другими гидрофобными поллютантами.242, 257 – 259 
Соответственно, требуются ферменты, способные одно
временно катализировать комплексную деградацию самих 
токсинов и микропластиков, выполняющих роль носите-
лей.258 При этом привлекают внимание системы, в которых 
используют сочетание активных и эффективных металл
содержащих химических катализаторов и биокатализато-
ров.130, 133, 248, 258

Особый интерес вызывают ферменты, способные к де-
токсификации не только близких по химическому строе-
нию соединений (например, разных фосфорорганических 
отравляющих веществ и пестицидов),121, 130, 260, 261 но и сме-
сей токсичных соединений, которые относятся к разным 
химическим классам (например, фосфорорганические 
соединения и микотоксины, анестетики и пестици-
ды).126, 129, 136, 244, 250, 253 Применение комплексных ФП, со-
здаваемых для биокаталитической детоксификации различ-
ных соединений, в ряде случаев оказывается более 
успешным с точки зрения обеспечения глубины деструкции 
не только самих токсинов, но и продуктов их трансформа-
ции.244, 256 Разработка и получение рекомбинантных форм 
ферментов,126, 244, 245, 247, 248, 251, 253, 254, 256 в том числе для вве-
дения в такие комплексы, является основой для формирова-
ния технологий, необходимых для масштабирования произ-
водства биокатализаторов и расширения областей 
практического применения ферментативных детоксифика-
ционных процессов.

Нейтрализация действия токсинов пептидной и белковой 
природы представляет собой особо важную задачу, по-
скольку именно такие яды (токсины животных, микроводо-
рослей, бактерий, вирусов) широко распространены в при-
роде.242 Число токсичных соединений в этой химической 
группе увеличивается за счет рекомбинантных белков, ко-
торые активно создают для биомедицины, но такие белки 
могут содержать прионные аминокислотные последова-
тельности и быть токсичными.242 Подходы к детоксифика-
ции наркотиков с использованием ферментов, включая ра-
ционально сконструированные белки, и каталитических 
антител могут составить основу для перспективных разра-
боток в этой области. Но пока на первом плане в таких ис-
следованиях остаются рекомбинантные трансферазы и ок-
сидоредуктазы человека.242, 253

5.7. Терапевтические ферментативные 
нанореакторы

Ферментативные нанореакторы (E-nR) — компартменты с 
ферментами, в которых протекают одиночные или каскад-
ные реакции биосинтеза и деградации субстратов,262 – 269 
представляют собой первый шаг к созданию сложных архи-
тектур (органелл, клеток и т.д.263, 264). Под нанореакторами 
обычно подразумевают роботизированные наноустройства 
и нанофабрики, выполняющие механические задачи и 
функции.265 Такие терапевтические наносистемы сконстру-
ированы для реализации процессов детоксификации эндо-
генных токсинов (например, активных форм кислорода 
(АФК) и мочевины) и экзогенных ядов (например, алкого-
ля), для коррекции генетических и метаболических дефек-
тов, а в последнее время — для разложения ФОС в условиях 
in vivo. Терапия при оказании медицинской помощи в слу-
чае поражения ФОС все еще является несовершенной.266 
Значительно улучшают состояние пациентов при отравле-
ниях «биоловушки», разлагающие ФОС (рис. 22).267, 268

Альтернативной терапией является инкапсулирование 
«биоловушек» в наночастицы (НЧ, англ. nanoparticles 
(NP)).269 Инкапсулирование фермента в наноносители (ли-
посомы, полимерные везикулы, силикатные НЧ, металл
органические каркасы и т.д.) обеспечивает повышение его 
стабильности и пролонгирования действия, а также способ-
ствует уклонению организма от иммунного ответа (рис. 23).

Декорирование оболочки нанореакторов обусловливает 
адресность доставки и преодоление биологических барье-

Cytochromes P450

Oxidases

Hydrolases

Evolved bacterial
phosphotriesterases

Evolved mammalian
paraoxonase-1

Computer designed mutants of huBChE

E + I
k+1

E  ∙  I
k+2

X

EI'
k+3

H2O

E + P

 

Рисунок  22.  Принцип действия ка-
талитических «биоловушек» — фер-
ментов, взаимодействующих с ФОС с 
высоким числом оборотов (константа 
скорости 3-ей стадии (k+3) >> 0), в то 
время как стехиометрические «биоло-
вушки» взаимодействуют с ФОС не
обратимо (k+3 близко к 0). I — молеку-
ла ФОС, E · I — фермент-субстратный 
комплекс, X — отщепляемый фраг-
мент, EI' — интермедиат, P — продукт, 
huBChE — BChE человека.
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ров. Герметично упакованные E-nR — это стабильные био-
доступные НЧ с размером £ 100 нм (хотя бы по одному из 
параметров), окруженные проницаемой для реагентов мем-
браной и содержащие один или несколько типов ферментов 
и кофакторов. Важной характеристикой E-nR является кон-
центрация фермента ([Е]) внутри нанореактора.270 Если мо-
лекулярная масса фермента составляет 340 кДа, то инкапсу-
лируется до 300 молекул, что обеспечивает концентрацию 
~ 0.001 М внутри E-nR. Теоретические положения по описа-
нию E-nR еще не доконца сформулированы.271

Для получения положительного эффекта от применения 
E-nR необходимы отбор природных или полученных с по-
мощью генной инженерии ферментов с высокой актив
ностью, а также оптимизация условий проведения быстрой 
и безопасной детоксификации ФОС в условиях in  vivo.272 
Так, для создания E-nR использовали мутант фосфотриэсте-
разы, полученный путем направленной эволюции из гипер-
термофильных архей Saccharolobus solfataricus,273 который 
с высокой эффективностью разлагал диэтил-п-нитрофенил-
фосфат (параоксон, POX): kcat /KM = 1 · 105 M–1 · c–1. Экспе-
рименты in  vivo на мышиной модели отравления РОХ 
показали высокую результативность применения E-nR при 
профилактическом и пост-экспозиционном лечении. В то 
время как полулетальная доза (LD50) при подкожном 
введении POX составляет 1.25 мг · мл–1, его внутривенное 
введение в составе E-nR обеспечило увеличение этого пока-
зателя в 16 раз (в профилактиктических целях) и до 10 раз 
(при  лечении). У выживших животных не проявилось 
нарушения нервно-мышечных и поведенческих функций. 
Нанореактор и неинкапсулированный фермент продемон-
стрировали одинаковые фармакокинетические характе
ристики — период полувыведения составлял 25 ± 2.2 и 
22 ± 3.2 мин соответственно.

Изучение биораспределения POX в организме позволило 
предположить экспонирование фермента на поверхности 
E-nR.273 Анализ плазмы животных, отобранной через месяц 
после инъекции E-nR, выявил наличие антител к вводимому 
ферменту. Иммунная реакция не была ятрогенной. После 
второй инъекции E-nR, сделанной через месяц, авторы не 
наблюдали у животных выраженных патогенных призна-

ков, однако не исключали цитокинового ответа. Примене-
ние E-nR для детоксификации ФОС при терапевтических 
исследованиях с использованием мышиной модели отрав-
ления РОХ впервые продемонстрировало их эффективность 
и безопасность.273 Последующие этапы развития таких ис-
следований связаны с оптимизацией нанореакторов для 
улучшения их стабильности, эффективности капсулирова-
ния, пролонгирования пребывания в кровотоке и предот
вращения иммунного ответа.

5.8. Ферменты и наноматериалы в терапии  
и доставке лекарств

Для решения проблем доставки и пролонгирования дейст-
вия как ферментов, так и низкомолекулярных соединений 
могут быть использованы неорганические НЧ, которые на-
ходят применение в качестве агентов для доставки действу-
ющего вещества 274 – 276 в медицине, экологии и сельском 
хозяйстве (см. рис. 23).

Наночастицы золота (Au-NP) химически инертны и не-
токсичны,277 они могут быть синтезированы с любым диа-
метром — от < 2 нм до 150 нм.278 Присоединение лигандов 
к Au-NP обычно происходит благодаря высокому сродству 
тиольных (сульфанильных) групп к этому металлу.277 В ка-
честве лигандов для комплексов золота могут выступать 
флуоресцентные молекулы, подходящие для биовизуализа-
ции.279 Наночастицы золота используют в фототермиче-
ской терапии рака, а также для доставки лекарств в организ-
ме.280

Наночастицы серебра (Ag-NP) сами обладают противо
опухолевым действием и вносят непосредственный вклад в 
лечение при доставке соответствующих препаратов.281 Од-
нако синтез таких НЧ трудоемок, они токсичны, поэтому 
Ag-NP крайне ограниченно используют для доставки ле-
карств. В сельском хозяйстве их применяют как носители 
для пестицидов и удобрений, а также в качестве антими-
кробных, противогрибковых и противовирусных средств.281

Наночастицы кремнезема (SiO2-NP) химически стабиль-
ны, биосовместимы, нетоксичны и имеют большую удель-
ную площадь поверхности.282 Диаметр НЧ и размер их пор 

Рисунок 23. Современные 
комплексные подходы, ис- 
пользуемые при разработ-
ке и создании инноваци-
онных ферментативных 
нанопрепаратов.
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можно регулировать, что позволяет внедрять в них разные 
молекулы. Синтез SiO2-NP обычно проводят в присутствии 
поверхностно-активных веществ (ПАВ), которые стабили-
зируют и определяют формирование структуры НЧ.282, 283 
Эти наночастицы можно использовать для доставки проти-
вораковых средств,284 в частности фермента Cre-рекомби-
назы, который обеспечивает сайт-специфическую рекомби-
нацию генов,285 и антиглаукомных 286 препаратов в ткани. 
Просты в синтезе, стабильны и биосовместимы TiO2-NP, 
которые могут обеспечить высвобождение включенных 
препаратов под воздействием УФ-излучения или ультра
звука.287 Для визуализации опухолей и доставки в них ле-
карств используют также наночастицы ZnO.288 Однако 
TiO2-NP и ZnO-NP цитотоксичны, что ограничивает их ши-
рокое применение в медицинских целях.287, 288

Магнитные наночастицы Fe2O3 или Fe3O4 могут агреги-
ровать, окисляться и проявлять токсичность по отношению 
к клеткам.289 Уменьшить токсичность и повысить коллоид-
ную стабильность НЧ позволяет покрытие их поверхности 
полимерами.290 В этом плане являются универсальными НЧ 
фосфата кальция (CaP-NP), которые могут быть использо-
ваны как носители высоко- и низкомолекулярных соедине-
ний за счет взаимодействия ионов Са2+ с присутствующими 
в молекулах функциональными группами, например с фос-
фатными группами ДНК или РНК (см.291) или с карбоксиль-
ными группами кислот.292 – 294 Такая особенность CaP-NP 
делает их биосовместимыми и биоразлагаемыми носителя-
ми, перспективными для использования в медицине.295 На-
ночастицы CaP получают осаждением из растворов при 
смешении солей кальция и фосфат-иона.292 – 294

Сегодня CaP-NP исследуют в качестве подложек для 
офтальмологических лекарств при местном примене-
нии.292 – 294, 296 – 298 Внедрение антиглаукомного бета-адрено-
блокатора тимолола и ингибитора ангиотензинпревращаю-
щего фермента (ACE) лизиноприла, понижающих 
внутриглазное давление (ВГД), в НЧ фосфата кальция уси-
лило эффект лекарственных веществ у лабораторных жи-
вотных по сравнению с их водными растворами.298 Содер-
жащие антиоксидантный фермент супероксиддисмутазу 1 
(SOD1) (рис. 24) CaP-NP продемонстрировали более высо-
кую эффективность подавления воспаления в глазу при им-
муногенном увеите у кроликов, чем водный раствор 
SOD1.297

Еще более значимые эффекты наблюдали при использо-
вании CaP-NP, покрытых хитозаном, который обладает 
сродством к муцину на поверхности глаза.292, 293, 296 Вклю-
чение эналаприлата (ингибитора ACE) в такие НЧ обеспе-
чивало его медленное высвобождение из частиц,293 увели-
чивая время удерживания препарата в слезной жидкости 
кроликов после однократного капельного введения,292, 293 а 
также значительно усиливало и продлевало эффект сниже-

ния ВГД по сравнению с препаратом в составе НЧ без по-
крытия хитозаном.293

В CaP-NP можно одновременно включать препараты 
различного действия. Так, совместное включение эналапри-
лата (молекулярная масса 348 Да) и SOD1 (32.5 кДа) в НЧ с 
хитозановым покрытием дало in  vivo синергический эф-
фект: снижение ВГД у кроликов через 1 ч после однократ-
ной инстилляции было значительно сильнее, чем сумма 
данных показателей, полученных при использовании каж-
дого из препаратов в составе НЧ по отдельности. Этот эф-
фект обеспечивался различными физиологическими меха-
низмами действия SOD1 и эналаприлата.292 Сравнение 
физиологического действия эналаприлата в составе 
CaP-NP,  хитозановых НЧ и наночастиц CaP, покрытых 
хитозаном, на ВГД выявило значительное преимущество 
сочетания неорганического ядра с хитозановым покры
тием.299 Такие частицы наиболее эффективно включали ак-
тивное вещество и снижали ВГД. Кроме того, следует упо-
мянуть частицы карбоната кальция (CaCO3), которые, 
строго говоря, являются микрочастицами, но также могут 
выступать в роли носителей активных веществ, в том числе 
противораковых средств,300 а также ферментов, например 
SOD1 (см.301) и химотрипсина.302 Следовательно, неоргани-
ческие НЧ являются перспективными носителями как низ-
комолекулярных активных соединений, так и белков.

К созданию стабильных лекарственных препаратов на 
основе ферментов с дополнительной возможностью регуля-
ции активности приводит их конъюгация со стимул-чувст-
вительными полимерами.270 Начало этому направлению 
положило изучение свойств ферментов, включенных в по-
лиэлектролитные комплексы путем присоединения к поли-
катиону или полианиону. Такой подход позволяет создать 
препарат на основе иммобилизованного фермента, количе-
ственный переход которого из раствора в осадок легко регу-
лировать незначительным изменением свойств окружаю-
щей среды (pH или ионной силы раствора). Это 
обеспечивает регуляцию доступности субстрата и связан-
ных с ним изменений активности ферментов в живых систе-
мах, содержащих природные полиэлектролиты (ДНК, РНК, 
полисахариды, белки), в условиях макромолекулярного 
краудинга.303 Например, были созданы препараты иммоби-
лизованных ферментов, преимуществом которых является 
возможность проведения реакций в гомогенных условиях в 
присутствии растворенного биокатализатора с последую-
щим его осаждением и отделением после завершения про-
цесса. Это важно при биокаталитическом превращении вы-
сокомолекулярных и плохо растворимых субстратов.304 
Такие стимул-чувствительные конъюгаты ферментов с по-
лимерами, названные «умными» (smart) биокатализатора-
ми,305 можно использовать при доставке лекарственных 
препаратов в организме.306

a b c Рисунок  24.  Структуры димерной Cu/
Zn-зависимой SOD1 (a), тетрамерной 
каталазы (b) и димерной синтазы оксида 
азота человека (c). Структурные пара
метры взяты из базы данных RSCB PDB 
(коды 8Q6M, 8HID и 4NOS соответст-
венно). Каталитически важные ионы 
Fe2+, Fe3+, Zn2+ и Cu2+ в активных цен-
трах ферментов показаны в виде сфер.
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5.9. Ферменты — противоопухолевые 
препараты

Терапевтическое применение противоопухолевых ФП, 
катализирующих деплецию определенных незаменимых 
аминокислот, основано на снижении активности соответст-
вующих синтетаз аминокислот в некоторых опухолевых 
клетках. К представителям ферментов этой группы отно-
сятся L-аспарагиназы (L-ASP), L-лизин-альфа-оксидазы, 
метиониназы, аргининдезаминазы и др. L-Аспарагиназы из 
E. coli (EcA) и Erwinia chrysanthemi (ErA) используют в 
стандартной терапии острого лимфобластного лейкоза, 
лимфогранулематоза, множественной миеломы (рис. 25). 
Реакция гидролиза, катализируемая действующими на ами-
нокислоты ферментами, в общем виде представлена на 
схеме 14.

Схема 14
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Биохимический механизм противоопухолевого действия 
L-ASP заключается в снижении концентрации L-аспараги-
на, который необходим для синтеза белков и азотистых 
оснований для НК.307, 308 Быстрорастущие опухолевые клет-
ки испытывают дефицит во внутриклеточном L-аспарагине 
и в значительно большей степени, чем нормальные ткани, 
зависят от поступления экзогенного L-аспарагина. Введе-
ние L-ASP вызывает истощение запасов внеклеточного 
L-аспарагина, остановку клеточного цикла и последующую 
гибель клеток. Важным аспектом противоопухолевых 
свойств L-ASP также является рецептор-опосредованное 
воздействие данного фермента на опухолевые клетки.309

Основная проблема применения L-ASP в онкогематоло-
гии состоит в том, что ФП демонстрируют недостаточную 
активность, что приводит к применению высоких дозиро-
вок и развитию побочных эффектов. Главный фактор, огра-
ничивающий использование L-ASP, — гиперчувствитель-
ность, которая, по разным данным, развивается в ответ на 
внутривенное введение бактериального фермента у 20 – 45% 
пациентов. Очевидно, для проведения энзимотерапии 
лейкозов целесообразно располагать набором L-ASP, отли-
чающихся по антигенным свойствам. Это определяет акту-
альность разработки новых L-ASP-препаратов из альтерна-
тивных источников, а также способствует повышению 
терапевтической эффективности уже применяемых в меди-
цинской практике ферментов.

Нами исследована серия L-ASP, продуцируемых различ-
ными штаммами, включая нативные и мутантные фор-
мы.310 – 314 Выяснилось, что каталитическая активность ряда 
L-ASP, измеренная по аспарагину, далеко не всегда корре-
лирует с их цитостатической активностью на культурах 

опухолевых клеток. Для многих L-ASP наблюдаются крат-
ные отклонения от «ожидаемых» результатов в большую и 
меньшую стороны. Отсутствие явных закономерностей в 
отклонениях по цитостатической активности L-ASP на раз-
ных клеточных линиях указывает на многофакторность ме-
ханизма их цитостатического действия. Одной из причин 
антипролиферативной активности этого фермента оказался 
рецепторный эндоцитоз в случае чувствительных к L-ASP 
опухолей. Интернализация фермента внутрь таких клеток 
приводит к нарушению синтеза белков даже в условиях из-
бытка экзогенного аспарагина.308

Особый интерес представляет L-ASP из Rhodospirillum 
rubrum (RrA),307 – 309 которая имеет низкую гомологию с 
EcA и ErA, что позволило бы применять эти ферменты по-
следовательно одним и тем же больным при развитии им-
мунотоксичности. Фермент RrA при сравнительно низкой 
каталитической активности по аспарагиновому субстрату и 
«неоптимальному» значению pH-оптимума (9.2) показыва-
ет высокий уровень цитостатической активности на ряде 
клеточных линий in  vitro, а также в экспериментах 
in vivo.307, 308 Последнее свойство обусловлено тем, что RrA 
способна проникать в раковые клетки и, следовательно, 
расщепляет аспарагин не только в системном кровотоке, но 
и внутри опухоли. Действие L-ASP внутри раковых клеток 
представляется перспективным фактором, который требует 
дальнейших исследований.

Помимо установления альтернативных механизмов 
действия L-ASP, важным аспектом реализации их терапев-
тического потенциала является разработка подходов к по-
вышению терапевтической эффективности и снижению им-
муногенности уже применяемых в медицинской практике 
ферментов. Наиболее распространенным подходом к бло-
кированию иммуногенности и увеличению времени кли-
ренса из организма является ПЭГилирование препаратов 
(ПЭГ — полиэтиленгликоль).307, 315 Так, ПЭГилирование 
EcA увеличивает продолжительность ее циркуляции в кро-
вотоке от 1.5 до 6 сут. Например, препарат «Онкаспар» на 
основе ПЭГилированной L-ASP применяют для лечения 
лейкозов при гиперчувствительности к этому ферменту.

В последние годы был предложен новый эффективный 
подход к регуляции биокаталитических свойств и стабиль-
ности L-ASP, используемых в медицинской практике, на 
примере рекомбинантных препаратов EwA (из Erwinia 
chrysanthemi) и RrA (см. рис. 25).311 – 318 Он заключается в 
образовании конъюгатов L-ASP с привитыми сополимера-
ми разветвленной структуры на основе поликатионов 
различного состава и разной молекулярной архитектуры. 
Полиэлектролитные свойства полимеров способствуют их 
многоточечному электростатическому взаимодействию с 
поверхностью белка, что позволяет модулировать катали-
тические свойства L-ASP, в том числе за счет сдвига pH-
оптимума активности фермента в область физиологических 
значений.317, 318 Оптимизация молекулярной архитектуры и 

a b c
Рисунок  25.  Структуры тетрамерной 
L-ASP из Erwinia chrysanthemi (EwA) 
(a), димерной L-ASP из Rhodospirillum 
rubrum (RrA) (b) и мономерной субъеди-
ницы аргиназы из Bacillus thuringiensis 
(c). Структурные параметры взяты из 
базы данных RSCB PDB (коды 5HW0, 
8UOU и 6NBK соответственно).
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состава конъюгатов позволяет достичь увеличения катали-
тической эффективности действия L-ASP в требуемых 
условиях до 5 раз. Предложенный метод позволил повы-
сить каталитическую активность, термостабильность и ста-
бильность к трипсинолизу ферментов EwA и RrA.311 – 314 В 
экспериментах in vitro конъюгаты EwA и RrA проявили в 10 
раз более высокую противоопухолевую активность в срав-
нении с нативными аналогами в отношении клеток хрони-
ческого миелоидного лейкоза (K-562) и аденокарциномы 
молочной железы (MCF7).315 На основе разработанной тех-
нологии — формирования конъюгатов с биодеградируемы-
ми сополимерами — обеспечивается повышение цитоста-
тической активности ФП на культурах как лейкозных, так и 
солидных опухолей. Этот факт обусловливает перспектив-
ность применения ферментов в отношении солидных опу-
холей, в терапии которых L-ASP до сих пор были неэффек-
тивны.

5.10. Наноконтейнеры для доставки белков  
и нуклеиновых кислот

Инкапсуляция терапевтических агентов в наноконтейнеры 
различной структуры является эффективным методом 
создания новых лекарственных форм. Наиболее перспек-
тивными материалами для наноконтейнеров считаются по-
лимеры (полимерные мицеллы, интерполиэлектролитные 
комплексы), а также синтетические и природные липиды 
(липосомы, липидные наночастицы, внеклеточные везику-
лы или экзосомы) благодаря удобной функционализации 
структур на их основе.

В настоящее время, несмотря на успехи в понимании 
особенностей функционирования и регуляции ферментов, 
остаются нерешенными проблемы их использования в каче-
стве лекарственных препаратов.319 Причины кроются как в 
низкой стабильности самих ферментов, так и в часто возни-
кающих побочных эффектах, вкючая аллергенность, имму-
ногенность и др. Для доставки высокомолекулярных ле-
карств (биополимеров), белков (ферментов) и НК 
разработаны различные технологии,320 в том числе включе-
ние активных молекул в наноконтейнеры (например, липо-
сомы или полиэлектролитные капсулы), микрогетероген-
ные системы 321 – 323 и наноразмерные агрегаты из липидов 
и(или) ПАВ 324 (см. рис. 23).

В современных подходах к созданию наноструктур для 
регуляции и доставки ферментов и НК наиболее активно 
развиваются следующие направления:

— применение стабилизированных наноэнзимов (НЧ 
белка и полиэлектролитов);

— управление биокаталитическими процессами с по
мощью внешних факторов (например, низкочастотного пе-
ременного магнитного поля);

— использование собственных клеток организма и вне-
клеточных везикул в качестве систем доставки биополиме-
ров.

Включение в наноконтейнеры на основе интерполиэлек-
тролитных комплексов оказалось удобным и универсаль-
ным решением как для разных белков и ферментов (так на-
зываемые «наноэнзимы»), так и для НК («полиплексы»). 
В этих системах ферменты сохраняют каталитическую ак-
тивность, при их использовании улучшается проникнове-
ние ФП в клетки, повышается стабильность биомолекул в 
организме, а также увеличивается время его циркуляции в 
крови и снижается иммунный ответ.325

Распространение антибиотикоустойчивых патогенных 
микроорганизмов ставит задачи по производству новых ан-
тибиотиков и по разработке альтернативных фармакологи-
ческих стратегий.326, 327 На передний план выходят фермен-
ты бактериальных вирусов (бактериофагов), отвечающие за 
разрушение пептидогликана и полисахаридов клеточных 
стенок и защитных капсул бактерий. С целью создания ста-
бильных и эффективных средств борьбы с бактериальными 
инфекциями изучены 327, 328 особенности лизиса патогенов 
для ряда ферментов бактериофагов (PlyC, LysK, SPZ7, 
Lys394 и др.) (рис. 26). Получены стабилизирующие компо-
зиции этих ферментов с неионогенными ПАВ и полиэлек-
тролитами, в которых достигнуто 100%-ное сохранение ак-
тивности против соответствующего патогена в течение 
нескольких месяцев.

Важным процессом представляется эффективный лизис 
клеток грамотрицательных бактерий, имеющих внешнюю 
мембрану.327, 329 Для «разупорядочения» внешней мембра-
ны и обеспечения доступа эндолизину Lys394 фага S-394 
(«антисальмонелльного фермента») к пептидогликану ис-
пользовали низкочастотное магнитное поле.329 – 331 Такой 
магнитомеханический подход к дистанционному управле-
нию биопроцессами существенно усиливает эффективность 
действия фермента.

Избыточное продуцирование в организме активных 
форм кислорода (АФК) при травме спинного мозга приво-
дят к развитию воспаления, сопутствующей компрессии 
поврежденного спинного мозга и гибели нейронов.332 На 
основе SOD1 и каталазы (см. рис. 24) в составе полимерных 
НЧ, обладающих выраженным противовоспалительным 
действием, были разработаны наноформуляции, которые 
оказались эффективными для лечения травматических по-
ражений спинного мозга.333 Доставка SOD1 в виде нанопре-
парата к месту повреждения существенно смягчила окисли-
тельный стресс в поврежденных тканях, продлила 
циркуляцию активного фермента в кровотоке и улучшила 
восстановление локомоторных функций и нервной ткани у 
крыс наряду с уменьшением воспаления и отека из-за ком-
прессии спинного мозга.

a b c
Рисунок  26.  Структуры эндолизина 
LysK стафилококкового бактериофага 
K (a), октамерного лизина PlyC стреп-
тококкового бактериофага С1 (b) и ан-
гиотензинпревращающего фермента 
человека (c). Структурные параметры 
взяты из базы данных RSCB PDB (коды 
4CSH, 4F87 и 1O86 соответственно). 
Каталитически важные ионы Zn2+ в ак-
тивных центрах ферментов показаны в 
виде сфер.
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Воспалительные заболевания глаз остаются наиболее 
распространенной клинической проблемой в офтальмоло-
гии, приводящей к дегенерации тканей, нечеткости зрения 
и даже к слепоте.334 Разработанная для лечения глаз компо-
зиция на основе многослойных полиионных НЧ, содержа-
щих SOD1, была стабильна при хранении, имела выражен-
ный терапевтический эффект без побочных реакций в виде 
раздражения глаз, острой, хронической и репродуктивной 
токсичности, аллергенности, иммуногенности и мутагенно-
сти даже при их использовании в больших дозах.335 Докли-
нические исследования показали, что инстилляции таких 
НЧ в глаз кролика с модельным иммуногенным увеитом 
были значительно эффективнее, чем применение свободно-
го фермента, и уменьшали воспаление как во внешних, так 
и во внутренних структурах глаза.335

Сложной, но актуальной задачей является разработка 
эффективных антиоксидантных препаратов со способ
ностью проникать через гематоэнцефалический барьер. Их 
действие поможет значительно снизить количество АФК в 
головном мозге, ослабить нейровоспаление и обеспечить 
нейропротекцию у пациентов с расстройствами централь-
ной нервной системы. Многие заболевания (рассеянный 
склероз, последствия инсульта, болезни Паркинсона (БП) и 
Альцгеймера) имеют общий воспалительный компонент, 
включающий нейродегенерацию и последующую актива-
цию микроглии, которая сопровождается избыточной про-
дукцией АФК.336 Терапевтическая эффективность нагру-
женных стабилизированным ферментом макрофагов, 
выделенных из моноцитов костного мозга, которые облада-
ют способностью накапливаться в воспаленных тканях, 
была подтверждена двукратным снижением микроглиоза, 
измеренным по экспрессии интегрина альфа-M (CD11b).337 
При этом макрофаги оставались в зоне воспаления длитель-
ное время.

В последние годы адресная клеточно-опосредованная 
доставка антиоксидантных ферментов представляется важ-
ным элементом в разработке подходов к лечению БП. Для 
этого могут быть использованы генетически модифициро-
ванные клетки-носители, трансфецированные плазмидной 
ДНК (англ. pDNA), которая кодирует синтез терапевтиче-
ского белка.338 На модели БП были показаны устойчивая 
экспрессия каталазы и последующие заметные эффекты — 
противовоспалительный и нейропротекторный. Было 
обнаружено, что трансфецированные макрофаги при сис-
темном введении выделяют экзосомы (внеклеточные вези-
кулы) с включенными в них ДНК, мРНК, молекулами 
транскрипционных факторов и кодируемым белком.338 Эк-
зосомы, секретируемые различными клетками, состоят из 
липидных бислоев с обилием адгезивных белков и облада-
ют способностью преодолевать биологические барьеры.339 
Разработан ряд наноформуляций на основе SOD1 и катала-
зы, загруженных во внеклеточные везикулы ex vivo. Такие 
ФП обладают выраженным противовоспалительным дейст-
вием и пригодны для лечения БП.340 Показано, что экзосом-
ные препараты ферментов обеспечивают значительный 
нейропротекторный эффект на моделях этого заболевания 
in vitro и in vivo.340

Следовательно, технология инкапсуляции ферментов и 
НК в наноконтейнеры на основе интерполиэлектролитных 
комплексов и экзосом обладает значительным потенциалом 
для создания новых терапевтических средств. Одним из 
ключевых преимуществ полимерных композитов является 
их настраиваемая биодеградация, позволяющая контроли-
ровать длительность действия лекарственных препаратов. 

Интеграция в структуру наноконтейнеров функциональных 
фрагментов, таких как векторы или магнитные наночасти-
цы, открывает путь к получению многофункциональных 
носителей, которые могут не только контролируемо достав-
лять лекарственные средства, но и реагировать на биомар-
керы заболеваний и использоваться в качестве диагности-
ческих средств (тераностика).

Таким образом, рассмотренные в данном разделе систе-
мы являются перспективной основой для создания средств 
персонализированной медицины.

6. Ферменты в анализе и диагностике

Ферменты чаще используют для аналитических целей, чем 
для определения их активности в биологических образцах. 
При определении параметров биологической системы, ха-
рактеризующих ее состояние, ферменты выступают как мо-
лекулярные узнающие элементы для диагностики и(или) 
как компоненты модулей, усиливающих аналитический 
сигнал. Эти две функции могут быть скомбинированы и из-
менены искусственными эффекторами (например, аптаме-
рами) или объединены с физико-химическими методами 
усиления сигнала (например, с помощью гигантского ком-
бинационного рассеяния (ГКР) и биоэлектрокатализа), а 
также реализованы в параллельном формате (например, в 
биочипах).

6.1. Аптамеры в диагностике и терапии

В постгеномную эру ДНК-оперирующие ферменты (биока-
тализаторы синтеза, репарации, рестрикции/модификации 
НК и т.д.) активно используют в диагностических системах 
при определении последовательностей НК. Понимание НК-
белковых взаимодействий дает преимущество при разра-
ботке таких систем. Новый импульс исследованиям в этом 
направлении придала технология искусственного отбора 
НК-лигандов, названных аптамерами, к мишеням различ-
ной природы методом систематической эволюции путем 
экспоненциального обогащения (SELEX).

Аптамеры, аналогично белкам, служат в качестве на-
правляющих молекул в системах доставки 341 и терапевти-
ческих агентов,342 как исследовательский инструмент при 
разработке новых терапевтических средств,343 в качестве 
ингибиторов ферментов (например, термостабильных ДНК-
полимераз, действие которых нужно синхронизировать при 
амплификации аналита) или инактивирующих лигандов 
(например, токсинов).344, 345 Блокирование токсичных со
единений аптамерами используют в целях обеспечения 
пищевой безопасности.346

Известны методы распознавания антибиотиков с по
мощью аптамеров, когда последние выступают как узнаю-
щие элементы в ферментативных системах аналогично ан-
тителам.347 – 349 Предполагают, что быстрое замещение 
аптамерами реальных антител возможно благодаря ряду 
свойств аптамеров:

— способности распознавать низкомолекулярные соеди-
нения (например, наркотики),350

— применению направленного SELEX к ним и мишеням 
различной природы,

— получению путем химических (а не биотехнологиче-
ских) превращений,

— четкому узнаванию мишени,
— малому по сравнению с антителами размеру,
— относительной стабильности.351
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Объединение нескольких «узнающих» модулей в после-
довательность одного аптамера привели к расширению об-
ласти их использования в биосенсорике путем сочетания с 
биолюминесцентной детекцией,352 а дополнительные моди-
фикации аптамеров позволили визуализировать их методом 
АСМ 353 и с помощью колориметрического обнаружения.354 
Отдельно можно выделить применение аптамеров для вы-
явления и инактивации уникальных мишеней (неструктури-
рованных прионоподобных белков 355, 356) и для дедиффе-
ренцировочной терапии опухолей мозга.357

Экспериментальное сравнение апта- и иммуносенсоров 
при определении одного и того же аналита в аналогичных 
условиях осуществляют довольно редко из-за множествен-
ности и вариативности параметров сравнения. Эффектив-
ность аптасенсоров с точки зрения селективности и чувст-
вительности проиллюстрирована на примере системы 
обнаружения тромбина,358 хотя общие выводы о ее преиму-
ществах вызывают сомнения.

Аптамеры могут быть использованы в качестве альтер-
нативы традиционным противомикробным средствам.359 
Создание аптамеров является перспективной стратегией 
борьбы с резистентностью к антибиотикам. Бактериостати-
ческие аптамеры могут блокировать действие бактериаль-
ных токсинов, ингибировать образование биопленок,360 
предотвращать бактериальную инвазию иммунных клеток 
и стимулировать ответ иммунной системы. Перечисленные 
функции не требуют проникновения аптамеров внутрь бак-
териальной клетки. Это снимает ограничения по безопас
ности и эффективности направленных систем доставки НК 
внутрь бактериальной клетки. Для функционирования апта-
меров, взаимодействующих с металлолактамазами 361 и по-
казавших аллостерический эффект ингибирования этих 
ферментов,362 требуется их проникновение в клетку. При-
менение аптамеров против патогенов обсуждается давно,363 
но такие препараты пока не дошли до клиники. В настоящее 
время реализуются лишь методы моделирования аптамеров 
in silico 364 и расчетные квантово-химические методы дизай-
на их библиотек.365 Объединение современных эксперимен-
тальных методов отбора и анализа выбранных нуклеотид-
ных последовательностей методами секвенирования 2-го и 
3-го поколений, физико-химическая характеристика 
свойств аптамеров с возможностями in silico моделирова-
ния комплексов НК–мишень позволяют ускорить процесс 
получения аптамеров с необходимыми свойствами. Так, ап-
тамеры на поверхностный белок вируса SARS-Сov2 полу-
чены в течение года после возникновения заболевания.366, 367 
В работах 368, 369 обобщены результаты ПТМ этого белка-
мишени на эффективность узнавания его аптамерами.

Таким образом, исследования в области получения и из-
учения свойств аптамеров в биокатализе можно рассматри-
вать как подготовку к борьбе со следующей пандемией. 
Данные направления определяют необходимость развития 
методов синтеза и анализа НК, их скрининга и вычисли-
тельных инструментов, адаптированных для анализа ком-
плексов НК–мишень, а также выявления новых мишеней.

6.2. Технология биочипов с ферментативной 
детекцией для мультианализа

Ферменты находят широкое применение в качестве детек-
тирующих систем в различных биоаналитических методах, 
наиболее часто используют для этих целей пероксидазу 
хрена и щелочную фосфатазу.370 К преимуществам фермен-
тов относятся, в частности, доступность и разнообразие 

способов регистрации их активности: колориметрического, 
хемилюминесцентного и электрохимического.

Новой областью применения ферментов в медицинской 
диагностике, которая интенсивно развивается в последние 
годы, является детекция результатов мультианализа генов 
на биочипах. Биочипы представляют собой носитель не-
большой площади, на котором иммобилизованы синтетиче-
ские одноцепочечные олигонуклеотидные зонды. В качест-
ве носителей используют различные материалы, чаще 
всего — предметные стекла и полимерные носители.371

Главная особенность технологии биочипов — их высо-
кая мультиплексность, которая оказалась востребованной 
при создании молекулярных методов обнаружения генов 
устойчивости патогенных бактерий к антибиотикам. В свя-
зи со стремительным распространением антибиотикорези-
стентных бактерий и разнообразием механизмов резистент-
ности 372, 373 крайне актуальной стала задача разработки 
быстрых и высокочувствительных методов одновременно-
го обнаружения различных генов устойчивости и их поли-
морфизма.374 Первым примером использования для этой 
цели технологии мультианализа генов были биочипы с флу-
оресцентной детекцией генотипирования (определения со-
вокупности всех однонуклеотидных полиморфизмов) наи-
более клинически значимых BL класса А, обусловливающих 
устойчивость грамотрицательных бактерий к пеницилли-
нам и цефалоспоринам.375

Развитием методологии применения биочипов для реше-
ния задач лабораторной диагностики антибиотикоустойчи-
вых бактерий стала разработка биочипов низкой плотности 
(включающих от 10 до 100 олигонуклеотидных зондов). В 
качестве примера можно привести 3D-микрочипы, основан-
ные на иммобилизации зондов в микрокаплях геля, которые 
были предназначены для идентификации генов антибиоти-
коустойчивости микобактерий туберкулеза и ключевых од-
нонуклеотидных полиморфизмов Neisseria gonorrhoeae.376 
Созданы альтернативные флуоресцентные метки для ДНК-
мишеней, наиболее популярной из которых стал биотин. 
Биотин вводят в исследуемую ДНК и затем выявляют в зо-
нах биочипа с помощью конъюгатов стрептавидина с фер-
ментами (пероксидазой хрена или щелочной фосфата-
зой 377, 378). Среди методов регистрации активности 
ферментов (колориметрического, хемилюминесцентного и 
электрохимического) 377, 378 наиболее часто используют ко-
лориметрическую детекцию, основанную на применении 
хромогенных субстратов, при ферментативном превраще-
нии которых образуются нерастворимые окрашенные 
продукты. Регистрацию результатов анализа проводят с по-
мощью оптических сканеров высокого разрешения или фо-
токамер, что существенно упрощает внедрение метода в 
клиническую практику.

Разработана технология изготовления биочипов на пори-
стых мембранных носителях с колориметрической детекци-
ей на основе пероксидазы хрена для определения генов 
11 типов клинически значимых BL и карбапенемаз разных 
классов у грамотрицательных бактерий.379 Определение 
основано на прямой схеме гибридизационного анализа с 
использованием одного специфичного зонда для каждого 
исследуемого гена. На биочипе одновременно с типом 
фермента идентифицируются 24 однонуклеотидных поли-
морфизма, которые кодируют ключевые замены аминокис-
лотных остатков, изменяющих субстратную специфичность 
BL класса А. Общее время анализа после выделения ДНК из 
бактериальных клеток составляет ~ 4 ч. Показана высокая 
специфичность идентификации смесей генов, кодирующих 
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разные BL, что важно для выявления мультирезистентных 
бактерий.

Компанией Check-Points предложены колориметриче-
ские биочипы с ферментативной детекцией, изготовленные 
из пористого мембранного носителя и размещенные в ниж-
ней части микропробирок. На первой стадии анализа мето-
дом лигирования получают комплексы ДНК – мишень с 
двумя праймерами, которые затем амплифицируются в 
ПЦР с использованием одного из праймеров, меченного 
биотином. Разработаны различные варианты биочипов, в 
том числе для определения генов устойчивости к мети
цилину Staphylococcus aureus и генов BL семейства 
Enterobacteriaceae.380, 381 К преимуществам данной техно-
логии относятся высокая специфичность определения од-
нонуклеотидного полиморфизма и высокая чувствитель-
ность определения ДНК, позволяющая проводить анализ 
клинического образца без дополнительного культивирова-
ния клеток. Эта технология имеет высокий потенциал авто-
матизации, что важно для практического использования.

Одним из направлений развития технологии биочипов 
стало объединение нескольких биочипов на одном держате-
ле, что позволяет упростить проведение стадий инкубации, 
отмывки и детекции. Разработаны биочипы в 8-луночных 
стрипах (ArrayStrips) для определения 14 типов генов кар-
бапенемаз и 7 типов генов BL.382

Перспективными являются биочипы, помещенные в 
96-луночные планшеты. Авторами работы 383 представлен 
биочип, который размещен в двух лунках такого планшета 
и предназначен для идентификации 11 типов клинически 
значимых BL и карбапенемаз, а также 16 однонуклеотид-
ных полиморфизмов. Размещение биочипов в планшетах 
позволяет существенно увеличить число параллельно ана-
лизируемых образцов, увеличить точность и воспроизводи-
мость результатов, сократив общее время анализа.

Принципиальным шагом при размещении биочипов в 
лунках планшетов является возможность использования их 
для количественного анализа НК. Такая задача возникла в 
связи с распространением бактерий с множественной ле-
карственной устойчивостью и гетерорезистентностью. Для 
изучения данных бактерий и распознавания различных 
уровней экспрессии в них генов необходимо определять из-
менение концентраций специфичных мРНК в РНК-транс-
криптах бактерий в широком диапазоне. В 2022 г. был раз-
работан метод количественного определения мРНК 
β-лактамазы ТЕМ-типа на колориметрических биочипах в 
лунках.384 Впервые в молекулярно-генетическом анализе 
принцип количественного определения был основан на ис-
пользовании стандартного образца мРНК BL, полученного 
методом транскрипции in  vitro. Преимуществом такого 
образца мРНК, соответствующего полноразмерному иссле-
дуемому гену, является прохождение им всех стадий анали-
за параллельно с исследуемыми образцами с одинаковой 
эффективностью. Определение концентрации мРНК в 
образце проводят с помощью калибровочной зависимости, 
построенной на основании тестирования стандартных 
образцов мРНК того же гена.

Таким образом, биочипы в лунках планшетов характери-
зуются высокой производительностью и точностью, имеют 
перспективу использования в клинических лабораториях. 
Принципиальным преимуществом данной технологии явля-
ется параллельный анализ нескольких десятков образцов 
ДНК в одинаковых условиях, что позволяет перейти от по-
луколичественного определения транскриптов генов к ко-
личественному анализу. Это расширяет области примене-

ния биочипов для контроля экспрессируемых генов при 
детальном изучении механизмов формирования резистент-
ности бактерий к антибиотикам и поиска способов ее по-
давления.

6.3. Ферменты в стимул-чувствительных 
микрогелях

Эффективная и недеструктивная иммобилизация фермен-
тов является одной из задач современной химической энзи-
мологии и биотехнологии.385 – 388 В качестве матриц для им-
мобилизации ферментов широко применяют различные 
полимеры,389 особое место среди них занимают микро
гели.390 Это сшитые (со)полимеры с размером частиц в диа-
пазоне 0.05 – 5 мкм, сами частицы проницаемы для молекул 
растворителя, а также присутствующих в растворе низко- и 
многих высокомолекулярных соединений. По сути, микро-
гели представляют собой высокоемкие контейнеры, спо-
собные связывать значительные количества различных мо-
лекул-«гостей».391, 392 Такие полимерные системы способны 
обеспечивать благоприятное, обогащенное водой микро
окружение для ферментов, что позволяет сохранить их био-
логическую активность и функции.

Наиболее перспективными материалами для иммобили-
зации ферментов являются так называемые стимул-чувст-
вительные микрогели,390 в частности микрогели с двойной 
стимул-чувствительностью, свойства которых опре
деляются как температурой, так и значением pH окружаю-
щей среды. К их числу относятся сополимерные микрогели 
на основе поли(N-изопропилакриламида) (ПНИПАМ) — 
термочувствительного полимера, обладающего нижней 
критической температурой растворения ~ 32°С. Входящие в 
состав микрогелей субцепи ПНИПАМ придают им термо-
чувствительность, тогда как pH-чувствительность подоб-
ных полимерных объектов обусловлена наличием в их со-
ставе звеньев ионогенного сомономера, которые могут 
протонироваться или депротонироваться в зависимости от 
pH среды.

Термочувствительность сополимерных микрогелей на 
основе ПНИПАМ проявляется в том, что при низких темпе-
ратурах их частицы находятся в набухшем (высокогидрати-
рованном) состоянии, а при превышении некоторой крити-
ческой температуры (температуры фазового перехода, 
сопровождающегося изменением объема) они значительно 
гидрофобизуются и сильно уменьшаются в объеме.390 Та-
кое поведение в большинстве случаев является обратимым, 
и при понижении температуры частицы микрогелей снова 
набухают. Следовательно, варьируя pH и температуру сре-
ды, можно легко регулировать гидрофильно-гидрофобный 
баланс микрогелей, в частности их степень набухания и за-
ряженность, что позволяет использовать подобные поли-
мерные объекты для модификации поверхностей различной 
природы.393

Известно успешное использование pH- и термочувстви-
тельных катионных сополимерных микрогелей на основе 
ПНИПАМ для эффективной модификации проводящих по-
верхностей (например, графита и золота) с целью создания 
электрохимических ферментных биосенсорных сис-
тем 393 – 397 (рис. 27).

Принципы работы биосенсоров, представленных на 
рис. 27, можно описать следующим образом:

1) в биосенсоре на холин фермент (холиноксидаза) прев-
ращает холин в бетаин с одновременным выделением элек-
трохимически активного продукта — пероксида водорода, 
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дальнейшее медиаторное окисление которого при потенци-
але +450 мВ генерирует ток электроокисления (измеряемый 
параметр);

2) в биосенсоре на глюкозу фермент (глюкозооксидаза) 
превращает глюкозу в глюконолактон с одновременным 
выделением электрохимически активного продукта — 
пероксида водорода, дальнейшее медиаторное окисление 
которого при потенциале +450 мВ генерирует ток электро
окисления (измеряемый параметр);

3) в биосенсоре на фенол фермент (тирозиназа) превра-
щает фенол в катехол и далее в о-хинон (электрохимически 
активный продукт), дальнейшее восстановление которого 
при потенциале –150 мВ генерирует ток электровосстанов-
ления (измеряемый параметр);

4) в биосенсоре на бутирилтиохолин фермент (бутирил-
холинэстераза) гидролизует бутирилтиохолин до тиохоли-
на (электроактивный продукт) и масляной кислоты, а даль-
нейшее медиаторное окисление первого при потенциале 
+450 мВ генерирует ток электроокисления (измеряемый 
параметр).

Чувствительность и иные аналитические параметры та-
ких ферментных биосенсоров напрямую зависят от количе-
ства иммобилизованных ферментов и качества иммобили-
зации. Описанные в данном разделе микрогели прекрасно 
справляются с этими двумя задачами, обеспечивая высоко-
емкую и недеструктивную физическую иммобилиза-
цию.393 – 397

Для формирования микрогель-ферментых покрытий на 
подобных поверхностях успешно применяют процесс, в ко-
тором проводят сначала адсорбцию микрогеля, а затем 
электростатическое связывание адсорбированными части-
цами микрогеля фермента. Для адсорбции микрогеля выби-

рают условия, при которых его частицы гидрофобизованы, 
т.е. существенно дегидратированы (повышенная темпера-
тура), и находятся при pH, соответствующем их незаряжен-
ному (или слабозаряженному) состоянию. В этих условиях 
микрогель проявляет наибольшее сродство к относительно 
гидрофобным поверхностям. Затем микрогелевое покрытие 
заряжают, изменяя pH среды, и осуществляют электроста-
тическое связывание фермента в «мягких» условиях (как 
правило, при нейтральных значениях pH среды и комнат-
ной температуре). Использование этих условий для созда-
ния биосенсоров позволяет достичь наилучшей модифика-
ции поверхности микрогелями (в частности, катионными) и 
иммобилизовать большее количество фермента, что обес-
печивает высокую чувствительность получаемых биосен-
сорных систем.393, 394, 396, 397

Иммобилизация ферментов оказывается наиболее эф-
фективной, когда покрытие, сформированное при повы-
шенной температуре сколлапсированными частицами 
микрогеля, вводят в контакт с раствором фермента при 
комнатной температуре. В этом случае электростатическое 
связывание фермента происходит одновременно с набуха-
нием микрогелевой матрицы, которая работает как свое
образная «губка», впитывая в себя его дополнительное ко-
личество.394 В то же время возможен альтернативный 
подход к созданию микрогель-ферментных покрытий, ко-
торый заключается в формировании микрогель-ферментно-
го комплекса в растворе с его последующим нанесением на 
поверхность.398

Если микрогель содержит первичные аминогруппы, то 
после формирования микрогель-ферментного покрытия 
фермент можно ковалентно пришить к микрогелю, исполь-
зуя любые подходящие способы ковалентной иммобилиза-

Рисунок  27.  Способы модификации поверхности при формировании биосенсоров на основе микрогелей (в центре) и принципы ра-
боты биосенсорных систем, в которых использовали холиноксидазу, бутирилхолинэстеразу, глюкозооксидазу и тирозиназу для опре-
деления холина, бутирилтиохолина, глюкозы и фенола соответственно (по краям).
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ции, что существенно улучшает операционную стабиль-
ность биосенсорных систем.397

Сетчатая структура микрогелей позволяет осуществить 
селективную иммобилизацию ферментов в зависимости от 
размера их глобул. Так, была описана биферментная систе-
ма, в которой два фермента, сильно различающиеся разме-
рами своих глобул, имеют разную локализацию в адсор
бированных частицах микрогеля.395 Один фермент 
(холиноксидаза c небольшим размером глобулы) оказывал-
ся способен проникать внутрь микрогеля. Второй фермент 
(BChE, крупный четырехсубъединичный фермент) не про-
никал внутрь микрогеля и локализовался преимущественно 
на поверхности его частиц. В зависимости от выбранного 
субстрата можно было независимо измерять электрохими-
ческие отклики холиноксидазы (по холину), BChE (по бути-
рилтиохолину) или каскадного двухферментного процесса 
(по бутирилхолину).

Иммобилизация BChE на адсорбированных частицах 
микрогеля привела к созданию высокочувствительных био-
сенсоров для количественного определения токсичных фос-
форорганических пестицидов — хлорпирифоса и диазино-
на.396 Для такой микрогель-ферментной биосенсорной 
системы пределы определения указанных ФОС составили 
< 10 пкмоль · л–1, что является очень хорошим результатом.

Потенциал стимул-чувствительных микрогелей не огра-
ничивается только созданием биосенсоров. Интересной 
представляется демонстрация температурной регуляции ак-
тивности иммобилизованных в них ферментов.399, 400 В та-
ких системах обнаружена возможность изменения фермен-
тативной активности в результате температурного перехода 
микрогелевой матрицы из набухшего состояния в сколлап-
сированное. Показано, что при подобном фазовом переходе 
микрогеля активность иммобилизованной глюкозооксида-
зы понижается, а при понижении температуры — восста-
навливается. Циклическое изменение активности фермента 
в повторяющихся температурных циклах «нагревание – 
охлаждение» подтвердили ее способность к многократной 
регуляции.

Таким образом, стимул-чувствительные микрогели обла-
дают важными достоинствами и имеют преимущества для 
создания ферментных биосенсорных систем. Применение 
подобных полимерных объектов позволяет существенно 
улучшить аналитические возможности биосенсоров, откры-
вает широкие перспективы для конструирования мульти-
ферментных систем с различной локализацией нескольких 
ферментов. Каскадные биосенсорные системы закладывает 
основу для формирования «smart»-биосенсоров с возмож-
ностью регуляции аналитического отклика системы на 
внешнее воздействие.

6.4. Измерение активности ферментов  
и исследование белков с использованием 
спектроскопии гигантского комбинационного 
рассеяния

Спектры комбинационного рассеяния (КР) предоставляют 
информацию о колебаниях группировок атомов в молекуле, 
а для количественного анализа используют интенсивность 
выбранных полос. В силу низкой интенсивности полос в 
биоаналитических исследованиях преимущественно при-
меняют высокочувствительные модификации метода КР, 
такие как гигантское комбинационное рассеяние света 
(ГКР) и его резонансный вариант (РГКР), основанные на 
усилении сигнала при помощи металлических (чаще всего 

Au или Ag) плазмонных наноструктур.401 Применительно к 
ферментативным реакциям высокая чувствительность ме-
тодов ГКР и РГКР актуальна прежде всего для измерения 
ферментных меток — универсальных систем усиления, ис-
пользуемых в твердофазном иммуноферментном анализе 
(ИФА), иммуногистохимии, и реже в системах, основанных 
на гибридизации нуклеиновых кислот. Наиболее часто в ка-
честве меток используют PO из корней хрена, щелочную 
фосфатазу (AP) (см. рис. 9) и β-галактозидазу (β-GAL), поэ-
тому высокочувствительные методы определения активно-
сти этих ферментов с помощью ГКР фактически являются 
основой нового поколения молекулярно-диагностических 
систем.401 Для таких аналитов, как клинически значимые 
ферменты в биологических жидкостях, ферменты в продук-
тах питания и биотехнологические рекомбинантные фер-
менты, наибольшую значимость приобретают простота 
процедуры анализа, его продолжительность и стоимость, а 
также соответствие аналитического диапазона клиниче-
ским или производственным потребностям. В ряде случаев 
по этим критериям методики на основе ГКР(РГКР) счита-
ются оптимальными.402 – 404

Для разработки методик определения ферментативной 
активности на основе ГКР важно найти соединения (про-
дукты или субстраты ферментативных реакций), которые 
обладают высоким сечением КР, связываются с поверх
ностью металлов и, как следствие, демонстрируют интен-
сивные спектры.405 Первый универсальный подход основан 
на прочных взаимодействиях некоторых химических груп-
пировок с поверхностью благородных металлов. Например, 
тиолы образуют ковалентную связь;406 – 408 а 1,2,3-триазолы, 
8-гидроксихинолин и 7-амино-4-метилкумарин адсорбиру-
ются за счет нековалентных взаимодействий.405, 409, 410 По-
явление такой группировки в молекуле в ходе ферментатив-
ной реакции обеспечивает селективную ГКР-регистрацию 
продукта на фоне избытка субстрата. Этот подход исполь-
зуют для определения активности различных гидролаз: про-
теаз, липаз, эстераз (в том числе BChE), β-глюкозидазы, 
OPH.405 – 408, 410 Для ферментных меток (AP и β-GAL) дан-
ный принцип был опробован лишь в работе 409 на уровне 
проверки концепции.

Второй широко используемый в ГКР подход к определе-
нию ферментативной активности связан с феноменологиче-
ским поиском пар субстрат–продукт, в которых продукт 
обладает более высоким сродством к поверхности Au или 
Ag. Чаще всего ГКР-регистрацию применяют в ИФА 
(рис. 28), и на сегодняшний момент большинство описан-
ных систем являются адаптациями известных колориметри-
ческих субстратов к таким измерениям.402 Наилучшие ре-
зультаты в этом направлении достигнуты с субстратами PO 
хрена — о-фенилендиамином,411, 412 3,3',5,5'-тетраметил-
бензидином 413 и лейкокрасителями,414 а также субстратом 
AP — 5-бром-4-хлор-3-индоксилфосфатом.415

Для случаев, когда продукт ферментативной реакции не 
обладает интенсивным спектром ГКР, возможна предвари-
тельная модификация поверхности металла для осущест-
вления химического взаимодействия с формированием 
ГКР-активного соединения in  situ.403, 416, 417 Описан также 
подход к определению активности ферментов на основе 
ГКР путем измерения убыли субстрата.418, 419 В этом вари-
анте субстрат должен обладать более интенсивным по срав-
нению с продуктом спектром ГКР.

Коэффициент усиления полос в спектрах ГКР сильно за-
висит от размера и степени агрегации НЧ металла, что явля-
ется основой еще одного универсального подхода к реги-
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страции ферментативной активности. Если субстрат или 
продукт вызывает осаждение или растворение металла, мо-
дуляция сигнала ГКР репортерной молекулы, обладающей 
интенсивными полосами, может быть использована для мо-
ниторинга протекания ферментативной реакции,420 – 422 в 
том числе в качестве одного из вариантов реализации ИФА 
с ГКР-регистрацией.

Таким образом, сочетание ферментативного катализа и 
спектроскопии ГКР(РГКР) сформировало динамично раз-
вивающееся направление научных исследований, которое в 
настоящее время как обладает широким набором подходов, 
так и имеет практически значимые результаты в виде ана-
литических методик с улучшенными, а иногда и уникаль-
ными характеристиками.

Применение активных подложек, представляющих со-
бой пленки Au или Ag с контролируемой морфологией и 
реализующие химический и электромагнитный механизмы 
ГКР, обеспечивает исследование и количественное опреде-
ление непосредственно биомолекул — белков-переносчи-
ков, белков-маркеров и ферментов.423, 424 В последние годы 
разработано большое число разнообразных ГКР-подложек, 
способных обеспечить высокую чувствительность и ста-
бильность метода, а также технологических подходов к 
контролю морфологии поверхности для улучшения ГКР-ха-
рактеристик.425 – 427 Часто при разработке ГКР-подложек 
для детектирования белков в качестве тестового аналита 
используют раствор бычьего сывороточного альбумина 
(СА).428 – 430 Спектроскопия ГКР, реализуемая на планарных 
ГКР-подложках, позволяет исследовать и динамические 
свойства белков, включая агрегационное поведение и изме-
нение вторичной структуры.430

Для детектирования белков также активно применяют 
различные ГКР-активные «сэндвич»-подложки на основе 
тонких слоев НЧ Au или Ag, которые нанесены на упорядо-
ченные структуры, полученные травлением, или на поли-
мерные матрицы.431, 432 Например, были получены ГКР-
спектры каталазы, цитохрома с, лизоцима и авидина в 
диапазоне концентраций от 50 до 5 мкг · мл–1.431 Следова-
тельно, развитие метода ГКР в области исследования 
свойств и количественного определения ферментов и бел-
ков сопряжено с использованием высокотехнологичных ме-
тодов формирования подложек, допускающих серийное 
производство и дальнейшую автоматизацию как процесса 
измерения, так и процесса обработки результатов с по
мощью методов машинного обучения. Для определения оп-
тимальных параметров поверхности подложек, выбора до-

ступного и воспроизводимого технологического процесса 
для формирования подложек с различными морфологиче-
скими характеристиками, необходимо исследовать плаз-
монные свойства подложек разных конфигураций и уметь 
прогнозировать эти факторы.

Ряд активных ГКР-подложек позволяет измерять спект-
ры ГКР белков и ферментов без сложной пробоподготовки. 
На основе экспериментов по исследованию различных ва-
риаций морфологии ГКР-подложек с Ag был предложен 
относительно простой метод их формирования электронно-
лучевым испарением в вакууме при варьировании параме-
тров процесса.433 Полученные ГКР-подложки представляли 
собой поверхности с наноразмерным рельефом, а их эффек-
тивность была продемонстрирована на примере миоглоби-
на человека. Параллельно была проведена оптимизация 
процессов пробоподготовки на таких ГКР-подложках с ис-
пользованием ультразвукового и лазерного воздействия на 
аналиты,434 что привело к дополнительному усилению ам-
плитуды ГКР-сигналов в спектрах аналитов до двух поряд-
ков по величине.

Впервые с использованием ГКР-подложек 402 было про-
ведено ГКР-исследование ангиотензинпревращающего 
фермента (ACE) (см. рис. 26,с) с целью разработки методи-
ки определения источника его получения. Сначала были 
зарегистрированы ГКР-спектры ACE из семенной жид
кости в нативной и денатурированной форме и определен 
оптимальный тип ГКР-подложки для этого фермента.435 
Далее получали ГКР-спектры ACE из семенной жидкости, 
легких и сердца и с помощью методов машинного обучения 
определяли вид источника.436 Для этого сигналы в спектрах 
из разных источников разделяли с помощью линейного ди-
скриминантного анализа, а результат анализировали мето-
дом линейной классификации, получая основные вклады 
признаков (аналоги полос колебаний), определяющие раз-
личия в спектрах. Количественное определение белков 
было выполнено при установлении степени гликирования 
человеческого СА в его смеси с немодифицированным че-
ловеческим СА на ГКР-подложках на основе Ag.437 Масси-
вы ГКР-спектров разных видов СА с различными концент-
рациями были обработаны аналогично данным по ACE. 
Результаты таких исследований показали перспективность 
применения ГКР-активных планарных подложек на основе 
Ag для решения разных задач с использованием методов 
машинного обучения и автоматизированной пробоподго-
товки, что актуально для клинической медицины и автома-
тизации диагностики различных заболеваний.

Рисунок  28.  Принципиальная схема ИФА с ГКР-
регистрацией. В результате проведения иммунохи-
мических стадий на твердом носителе (поверхности 
полистирольного планшета, магнитных частицах и 
др.) присутствует ферментная метка (E) в количестве, 
связанном с концентрацией определяемого антигена. 
Активность ферментной метки измеряют методом 
ГКР с использованием одного из описанных в тексте 
подходов.
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6.5. Биоэлектрокатализ и новые методы 
биоэлектроанализа

Биоэлектрокатализ сочетает преимущества био- и электро-
катализа. Направления исследований под названиями «Био-
электрокатализ как новый феномен» и «Ферменты как ката-
лизаторы электрохимических реакций» были предложены 
И.В.Березиным и С.Д.Варфоломеевым.438 Широкая суб-
стратная специфичность цитохромов P450 (CYP) как основ-
ных ферментов I фазы биотрансформации и детоксифика-
ции ксенобиотиков (см. рис. 19) позволяет использовать 
модельные неинвазивные цитохром Р450-системы для ис-
следования метаболических превращений лекарственных 
препаратов, а также межлекарственых взаимодействий и 
плейотропных свойств фармакологических препаратов, для 
получения новых химических соединений с фармакологи-
ческой активностью, для поиска препаратов-корректоров, 
регулирующих активность полиморфных модификаций ци-
тохромов Р450.439 Для каталитического действия цитохро-
мов Р450 необходимы белковые редокс-партнеры, выпол-
няющие роль переносчиков электронов от донора 
электронов NADPH к этому ферменту: флавопротеин 
NADPH-зависимая редуктаза и цитохром b5 в случае ми-
кросомальных систем, а также ферредоксиредуктаза и фер-
редоксин для митохондриальных и бактериальных сис-
тем.439 Уникальность CYP-биоэлектрокатализа состоит в 
индуцировании реакции электронами с электрода, что 
исключает необходимость использования редокс-партнер-
ных белков цитохрома Р450 и восстановительных кофер-
ментов NADPH или NADH.440, 441

Цитохромы Р450 являются белками-мишенями при раз-
работке новых лекарственных препаратов. Для гормон-за-
висимых онкологических заболеваний ингибиторы 
CYP17А1, катализирующего 17a-гидроксилазную-17,20-
лиазную реакцию, используют при лечении андроген-зави-
симого рака простаты. Ингибиторы CYP19 (ароматазы) 
проявляют свойства противораковых препаратов и приме-
няются при лечении рака молочной железы как эстроген-
зависимого онкопоражения.439, 442 Среди исследованных 
производных прегн-17(20)-ена были выявлены эффективные 
ингибиторы электрокаталитической активности CYP17A1.441

Антиоксидантные препараты (аскорбиновая кислота, 
восстановленный глутатион, таурин, цитохром с, малат 
этилметилгидроксипиридина (этоксидол)) стимулируют 
электрохимическое восстановление CYP3А4 и CYP2С9 и 
уменьшают скорость накопления АФК, тем самым стабили-
зируя фермент. Антиоксиданты можно использовать в 
комплексной фармакотерапии для регуляции скорости ме-
таболизма лекарственных средств, особенно при персона-
лизированном подходе к лечению пациентов с полиморфиз-
мом генов — изоферментов цитохрома Р450.443, 444

Полиморфизм ферментов, метаболизирующих лекарст-
венные препараты, является причиной многих нежелатель-
ных побочных эффектов от приема лекарств. Показана сти-
мулирующая роль антиоксидантных препаратов (мексидола 
и таурина) на метаболические реакции нестероидного про-
тивовоспалительного препарата диклофенака, катализируе-
мые цитохромами. Технология, основанная на биоэлектро-
каталитических процессах, перспективна для установления 
изменения диапазона концентраций (смещения «терапевти-
ческих окон») при комбинированном применении препара-
тов различной терапевтической направленности.443 – 446

Разработаны количественные методы анализа субстра-
тов и метаболитов цитохром Р450-зависимых электрофер-

ментативных реакций с применением только электрохими-
ческих подходов для регистрации электрокаталитической 
активности этих гемопротеинов.447, 448 Использование по-
тенциалов двух диапазонов и электродов двух типов (для 
ферментов цитохромов Р450 и для субстратов) позволяет 
регистрировать и электрокаталитическую активность CYP, 
и электроокисление субстрата или метаболита.448

Недостаточно внимания пока уделяют работе цитохро-
мов Р450 в режиме электрохимических биореакторов для 
электроферментативного синтеза биологически активных 
соединений. Исследованы электрокаталитические цитохро-
мы CYP3А4 и CYP2С9 как наиболее функционально-значи-
мые изоформы в режиме перехода от 2D- к 3D-сенсору за 
счет включения фермента в регулярные нанопоровые мем-
браны анодного Al2O3 (Anodisc 13) или порообразующего 
белка стрептолизина О, помещенные на рабочую поверх-
ность электрода.449 – 452 В реакциях N-деметилирования в 
качестве моделей электронотранспортной цепи CYP были 
использованы биоконъюгаты цитохромов Р450 с флавино-
выми нуклеотидами и рибофлавином. Иммобилизация бак-
тосом (бактериальных клеток, содержащих одновременно 
цитохром P450, редуктазу и цитохром b5) также является 
перспективным подходом к повышению электрокаталити-
ческой активности CYP. Такие приемы увеличивают эф-
фективность электрокаталитических цитохромов Р450 на 
50 – 200%.453

Следовательно, электрохимические CYP-биокаталити-
ческие системы можно считать новым неинвазивным ин-
струментом для экспериментальной фармакологии, поиска 
новых лекарственных препаратов, исследования межлекар-
ственных взаимодействий и анализа особенностей генети-
ческого полиморфизма цитохромов Р450.

6.6. Молекулярный имиджинг ферментативной 
активности in vivo

В последнее время активно развиваются методы молеку-
лярного имиджинга (МИ), объектом которого являются 
молекулярные процессы в живых интактных организмах. 
Смысл МИ систем заключается в сборе сигналов и фор-
мировании изображений, которые анализируют с получе-
нием пространственно-временных характеристик опре-
деленных молекулярных процессов, протекающих в 
органах и тканях живого организма и отличающихся вы-
сокой степенью гетерогенности как внутри живого орга-
низма, так и между различными особями. В качестве 
объектов для МИ-исследований выступают микроорга-
низмы, клетки млекопитающих и лабораторные живот-
ные (грызуны).

Наиболее значимым элементом структурной организа-
ции микроорганизмов является клеточная стенка, молеку-
лярная структура которой в значительной степени опреде-
ляется их биохимическими особенностями. На структуру 
стенки могут влиять внешние условия, в которых оказыва-
ется микроорганизм. Так, бактерии Mycobacterium 
tuberculosis в неблагоприятных условиях способны перехо-
дить в покоящееся состояние, при этом наблюдается нако-
пление производного копропорфирина — его тетраметило-
вого эфира,454 с концентрацией которого коррелируют 
изменения вязкости мембран.455 Следовательно, эндоген-
ное накопление метилированных копропорфиринов приво-
дит к возникновению неравновесного состояния в клетке, 
выражающегося в значительном изменении физических 
свойств мембраны микобактерий. При переходе клеток из 
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одного состояния в другое внутри них реализуется следую-
щая цепь событий:

— закисление внешней среды,
— усиление процесса биосинтеза порфиринов,
— метилирование порфиринов и их релокализация в 

клеточную стенку,
— изменение вязкости мембраны,
— угнетение дыхания,
— изменение метаболического состояния клетки.
В случае клеток млекопитающих, которые имеют более 

сложную организацию клетки, появляется множество кле-
точных компартментов, прежде всего ядер клеток. Для 
оценки различий во внутриклеточной вязкости используют 
среднее время пребывания флуоресцентного зонда в фо-
кальном объеме, измеряемое методами флуоресцентной 
корреляционной микроскопии. Флуктуации от появления 
флуоресцентной молекулы в фокальном объеме возникают 
при ее концентрации в наномолярном диапазоне. Флуорес-
центную молекулу можно создавать при использовании фо-
токонвертируемых (например, из форм с зеленым свечени-
ем в красные) флуоресцентных белков.456 Таким способом 
удалось зарегистрировать, что на ранней стадии апоптоза, 
когда еще нет морфологичских изменений в структуре 
клетки, наблюдается активация каспазы 3 по времени жиз-
ни расщепленного FRET-сенсора (FRET — фёрстеровский 
резонансный перенос энергии). Судя по увеличению време-
ни удерживания в фокальном объеме, можно сделать вывод 
о том, что одновременно происходит увеличение вязко-
сти,457 причем внутри всей клетки. Однако это увеличение 
негомогенно и наиболее ярко выражено вблизи клеточного 
ядра, где возможно формирование комплекса с PARP. Сле-
довательно, в клетках млекопитающих, обладающих более 
сложной структурой по сравнению с бактериальными клет-
ками, изменение вязкостных свойств в различных клеточ-
ных компартментах может происходить по-разному, что 
свидетельствует о различной локализации ферментативной 
активности внутри клетки.

Квазинепрерывный неинвазивный мониторинг в реаль-
ном времени клеточных и молекулярных событий в орга-
низмах является важной задачей современной системной 
биологии. Наиболее эффективным инструментом для этой 
цели служат флуоресцентные белки (FP), поскольку их 
можно применять для длительных измерений in vivo без до-
полнительных помех или стрессов, связанных с введением 
флуоресцентного соединения в живой организм.458 Наибо-
лее эффективно FP используют для прижизненной детек-
ции различных регуляторных протеаз, например каспазы 3, 
роль которой в программируемой гибели клеток хорошо 
известна. Современные методы регистрации флуоресцен-
ции по временам жизни в возбужденном состоянии откры-
вают новые возможности для визуализации процессов в 
реальном времени как in vitro, так и in vivo.459 Методы Flim-
Fret исключают проблемы, связанные с колебанием концен-
трации флуорофора в биологических образцах, не требуют 
процедуры калибровки 459 и обеспечивает наблюдение за 
активацией каспазы-3 в виде изображения, что позволяет 
оценить гетерогенность ответа на химиотерапию в различ-
ных областях опухолей. Так, изображение ксенотрансплан-
тата A549-TR23K имеет бимодальное распределение вре-
мен жизни. Это подтверждает гипотезу гетерогенного 
ответа опухоли на химиотерапию, связанную, вероятно, с 
особенностями фармакокинетики противоопухолевых аген-
тов в моделях ксенотрансплантатов, что обусловлено харак-
теристиками кровоснабжения опухоли. Хотя точность из-

мерения флуоресцентного времени жизни не зависит от 
концентрации FP и протекания ряда фотохимических про-
цессов, в живом организме появляются новые факторы, ко-
торые необходимо учитывать, в частности сложная траек-
тория движения фотонов из-за множественного рассеяния. 
Проблема рассеяния фотонов может быть снята с помощью 
флуоресцентной томографии по оптическим различиям тка-
ней в показателе преломления. Чтобы решить эту задачу, 
связанную с размером и локализацией опухоли в организме 
животных, необходимо применять методы анатомического 
и морфологического анализа, например магниторезонанс-
ную томографию. Совместить одновременное измерение 
флуоресцентно-томографического изображения с магнито-
резонансным изображением можно при использовании оп-
товолоконного жгута. В 2022 г. были успешно проведены 
модельные эксперименты с простейшим световодом и фан-
томом мыши.460

Таким образом, уже существуют прототипы приборов, 
которые могут в реальном времени решать отдельные зада-
чи МИ, т.е. регистрировать статистические процессы, а так-
же контролировать неравновесные морфологические и ана-
томические изменения в тканях. Однако в ближайшее время 
такие прототипы должны быть дополнены новыми вычи-
слительными методами, которые используют алгоритмы 
искусственного интеллекта и учитывают реальную физиче-
скую картину процессов, протекающих в живых организ-
мах.

7. Заключение

Современное технологическое общество базируется на 
создании новых процессов, обеспечивающих высокоэффек-
тивные технологии конверсии вещества и энергии с практи-
чески бесконечными ресурсными возможностями и с 
предельно низким влиянием на качество окружающей сре-
ды. Эти условия являются базисом для устойчивого разви-
тия. Использование традиционного химического катализа и 
катализа белковыми молекулами определяется условиями 
реакции. Ферменты не могут работать при высоких темпе-
ратурах (>100°С), при которых термодинамически возмож-
ны многие востребованные химические процессы. В то же 
время ферменты будут вне конкуренции, если проводить 
реакцию в условиях стабильности белковых молекул, при-
чем области применения ферментов непрерывно расширя-
ются. Использование ферментов и биотехнологических 
процессов на их основе в настоящее время реализуется как 
одна из основ химико-технологического устойчивого раз-
вития. Это определяется тем, что ферменты — самые рас-
пространенные, доступные и подробно исследованные ка-
тализаторы. Химическая и инженерная энзимология 
обеспечивают эту отрасль знания возможностями создания 
и использования биокатализаторов для самых разных 
областей.

В настоящее время получена структурная информация с 
атомарным разрешением для > 150 тысяч белков, значи-
тельная часть из них — ферменты. Качественный скачок в 
понимании фундаментальных основ молекулярных меха-
низмов катализа ферментами произошел 10 – 15 лет назад в 
связи с развитием суперкомпьютерных вычислительных 
технологий и применением методов квантовой и молеку-
лярной механики для моделирования процессов в каталити-
ческих центрах биокатализаторов. Для многих значимых 
ферментов получена информация о структуре всех интер-
медиатов и переходных состояний каталитического процес-



S.D.Varfolomeev, V.Švedas, E.N.Efremenko, A.M.Egorov,  M.G.Khrenova, V.I.Tishkov et al. 
40 из 55	 Russ. Chem. Rev., 2024, 93 (12) RCR5144 [Успехи химии, 2024, 93 (12) RCR5144]

са, построены энергетические профили реакций, даны оцен-
ки возможных значений кинетических характеристик 
превращений. Принципиально важную роль в общем пони-
мании природы ферментативного катализа играет биоин-
форматика с ее набором компьютерных методов. Фунда-
ментальный прорыв в понимании молекулярных 
трансформаций каталитического центра ферментов в про-
цессе каталитического цикла с выяснением особенностей 
строения в высшей степени нестабильных интермедиатов и 
переходных состояний вносит неоценимый вклад в общую 
теорию катализа.

Развитие генной инженерии позволяет производить за-
мены отдельных аминокислот в молекуле белка, что 
обеспечивает путь создания катализаторов с новыми свой-
ствами — термостабильностью, каталитической актив
ностью, специфичностью по реагентам. Возможности 
целенаправленного изменения структуры белка как рацио-
нального подхода к конструированию белковой молекулы 
создают уникальные основы для получения катализаторов 
многих нетривиальных реакций. Этот подход имеет гигант-
ский потенциал для развития.

В настоящее время возрастает роль биокатализа в разви-
тии медико-биологических технологий и медицины в це-
лом. Синтез современных антибиотиков основан на исполь-
зовании ферментов. В то же время ферменты патогенных 
организмов в мутационном процессе активно разлагают 
антибиотики, проявляя резистентность к ним. Устойчи-
вость к действию антибиотиков — одна из наиболее значи-
мых проблем борьбы с инфекциями, молекулярные биока-
талитические аспекты которой требуют дальнейшего 
исследования.

Большинство современных лекарственных препара-
тов — ингибиторы ферментов. Знание структуры белка при 
компьютерном моделировании процессов обусловливает 
возможность скрининга химических препаратов как потен-
циальных лекарственных средств. Такой довольно триви-
альный подход используют практически все фармацевтиче-
ские компании мира. Он развивается в исследованиях 
лактамаз, разрушающих антибиотики, и в поисках лекарст-
венных средств, улучшающих когнитивные функции чело-
века при нейродегенеративных заболеваниях. Среди таких 
средств — ингибиторы ключевых ферментов центральной 
нервной системы человека. Структура, механизмы дейст-
вия и перспективы создания современных лекарств состав-
ляют главные проблемы развития биокатализа в медицине.

Разработка молекулярной стратегии борьбы с патология-
ми требует фундаментального понимания биокаталитиче-
ских закономерностей развития тех или иных процессов. 
Принципиально важные ферментативные реакции протека-
ют в организме при изменении молекулярной структуры 
ДНК. Ферменты обеспечивают процессы репарации ДНК, 
создавая условия функционирования метаболизма в норме 
и при патологиях. В последнее десятилетие существенное 
развитие получили исследования ферментного разрушения 
токсикантов как в организме человека, так и в среде его 
обитания, применения ферментов в терапии (в частности, 
онкологических заболеваний), а также разработка новых 
методов доставки и использования белковых препаратов. 
Ярким достижением в этой области стало создание и при-
менение ферментов, разрушающих нервнопаралитические 
яды.

Существенна роль ферментов в аналитической химии, 
причем она постоянно возрастает. Сегодня иммунофер-
ментный анализ — основа современной медицинской 

диагностики. В бытовом медицинском анализе широкое 
применение находят биоинженерные системы определения 
глюкозы в крови на основе биоэлектрокатализа с использо-
ванием фермента глюкозооксидазы. Аптамеры, мультиана-
лиз на основе биочиповых технологий и стимул-чувстви-
тельных микрочипов являются элементами современных 
аналитических подходов. Большое практическое значение 
приобретают аналитические методы усиления сигналов 
ГКР и исследования белков этим методом. Продолжают 
совершенствоваться методы биоэлектрокатализа и аналити-
ческих применений сенсорных технологий на основе био
электроанализа. Новые возможности открывает молекуляр-
ный имиджинг активности ферментов непосредственно в 
организме.

Ферменты и биокаталитические технологии — сущест-
венная часть химико-технологического, медико-биологиче-
ского и химико-аналитического обеспечения современного 
общества. Производство ферментов составляет ~ 25% от 
общего количества катализаторов в мире. Уровень фунда-
ментальных исследований ферментов и их практических 
применений создают основы для уверенности в существен-
ном расширении спектра применения биокатализа и повы-
шения его вклада в устойчивое развитие общества.
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9. Список сокращений

ΔG 0 — свободная энергия Гиббса,
KМ — константа Михаэлиса,
kcat — каталитическая константа,
ACE — ангиотензинпревращающий фермент,
AChE — ацетилхолинэстераза,
Amp — ампициллин,
AMP — аденозинтрифосфат,
L-ASP — L-аспарагиназа,
AP — щелочная фосфатаза,
APE1 — апуриновая(апиримидиновая) эндонуклеаза-1,
ATP — аденозинтрифосфат,
BChE — бутирилхолинэстераза,
BL — β-лактамазы,
СBH — целлобиогидролаза,
CboFDH — формиатдегидрогеназа из дрожжей Candida 

boidinii,
CES — карбоксилэстераза,
ChE — холинэстеразы,
СР — предпочтение к коферменту (coenzyme preference),
CYP — цитохром P450,
DAAO — оксидаза D-аминокислот,
DASPO — D-аспартатоксидаза,
E — фермент,
E-nR — ферментативные нанореакторы
EcA — L-аспарагиназа из Escherichia coli,
EGI — гетерологичная эндоглюканаза I из Trichoderma 

reesei
EGII — эндо-β-1,4-глюканаза II,
EPO — пероксидаза эозинофилов,
ErA — L-аспарагиназа из Erwinia chrysanthemi,
FDH — формиатдегидрогеназа,
FP — флуоресцентные белки,
FRET — фёрстеровский резонансный перенос энергии,
β-GAL — β-галактозидаза,
GAPD — глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа,
НАА — гидролазы эфиров α-D-аминокислот,
HPF1 — фактор PAR-илирования гистонов 1,
IC50 — концентрация полумаксимального ингибирова-

ния,
LD50 — полулетальная доза,
LPO — лактопероксидаза,
Luc — люцифераза,
MPO — миелопероксидаза,
РРase — пирофосфатаза,
mРРase — мембранные пирофосфатазы,
NAD — никотинамидадениндинуклеотид,
NADP — никотинамиддинуклеотидфосфат,
NhaDAAO — оксидаза D-аминокислот из архей 

Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4,
NhyDAAO —  оксидаза D-аминокислот из бактерий 

Natronosporangium hydrolyticum ACPA39,
OpaDAAO — оксидаза D-аминокислот из дрожжей 

Ogataea parapolymorpha DL-1,
ОРН — органофосфатгидролаза,
РА — пенициллинацилаза,
PAR — поли(ADP-рибоза),

PARG — поли(ADP-рибоза)гликогидролаза,
PARP1 — поли(ADP-рибоза)полимераза 1,
PBP — пенициллинсвязывающие белки,
PO — пероксидаза хрена,
Por — порфирин,
РОХ — параоксон,
PPase — пирофосфатаза,
PPi — пирофосфат,
PseFDH — формиатдегидрогеназа из бактерий 

Pseudomonas sp.101,
PUA — α,β-ненасыщенный альдегид,
RrA — L-аспарагиназа из Rhodospirillum rubrum,
SauFDH — формиатдегидрогеназа из патогена 

Staphylococcus aureus,
SELEX — систематическая эволюция путем экспоненци-

ального обогащения,
SOD1 — супероксиддисмутаза 1,
TPO — тиреоидная пероксидаза,
XylE — гетерологичная эндоксиланаза Е из Penicillium 

canescens,
АП (сайты) — апурин-апиримидиновые (сайты),
АСМ — атомно-силовая микроскопия,
АФГ — активные формы галогенов,
АФК — активные формы кислорода,
БА — болезнь Альцгеймера,
БП — болезнь Паркинсона,
ВГД — внутриглазное давление,
ГКР — гигантское комбинационное рассеяние,
ИФА — иммуноферментный анализ,
КМ/MM — (методы) квантовой механики/молекулярной 

механики,
КМЦ — карбоксиметилцеллюлоза,
КР — комбинационное рассеяние,
КФ — классификация ферментов,
МКЦ — микрокристаллическая целлюлоза,
МИ — молекулярный имиджинг,
НМ — неупорядоченный мутагенез,
НПС — некрахмальные полисахариды,
НК — нуклеиновые кислоты,
НЧ (англ. NP) — наночастицы,
ОНП — однонуклеотидный полиморфизм,
ПАВ — поверхностно-активные вещества,
ПНИПАМ — поли(N-изопропилакриламид),
ПТМ — посттрансляционные модификации,
ПЦР — полимеразная цепная реакция,
ПЭГ — полиэтиленгликоль,
РГКР — резонансное гигантское комбинационное рас

сеяние,
СА — сывороточный альбумин,
ФОС — фосфорорганические соединения,
ФП — ферментные препараты,
ЭРО — эксцизионная репарация оснований.
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