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БЕЛКА BCL-2 И ИНДУКТОРА АУТОФАГИИ BECLIN-1  
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При помощи двух операций геномного редактирования была получена линия клеток CHO A4 с гомозигот-
ными нокаутами генов bak1, bax, dhfr, glul и инсерцией дополнительных копий генов bcl-2, beclin-1. Данная 
линия способна к длительному росту без замены культуральной среды и обладает увеличенной в 5 раз 
интегральной клеточной плотностью при таком режиме культивирования.

Ключевые слова: генетическое редактирование, проапоптотические факторы, анти-апоптотические 
факторы

Линия клеток CHO (Chinese hamster ovary) широко используется в качестве продуцента терапевтиче-
ски значимых белков. Редактирование генома клеток и оверэкспрессия генов регуляторных белков до-
машнего хозяйства позволяет улучшить их ростовые показатели, в частности способность к длительной 
культивации. Одновременное (мультиплексное) редактирование нескольких генов позволяет получить 
целевые клоны клеток за меньшее число шагов редактирования-клонирования, при этом понижается ве-
роятность накопления нецелевых собыий рдактирования генома. 

Нами было проведено мультиплексное редактирование генов dhfr, glul, bak1, bax генома клеток субли-
нии CHO S и получена одна из 24 проанализированных клональная клеточная линия 10.22 с гомозиготным 
нокаутом генов glul, bax, bak1 и гетерозиготным нокаутом гена dhfr. Линии с нокаутом обоих аллелей dhfr 
не были обнаружены. Редактирование клеток CHO S по гену dhfr было повторено при помощи 2 разных 
гидовых РНК (гРНК), направленных к одной области экзона гена dhfr. С высокой частотой были зафикси-
рованы мутации сдвига рамки в обоих аллелях целевого гена, была отобрана клональная линия клеток 
А11 с гомозиготным нокаутом гена dhfr. 

Для интактных клеток CHO, а также для линий 10.22 и А11 было продемонстрировано, что фермента-
тивная активность DHFR уменьшена в пять раз при генотипе dhfr+/- и отсутствует для генотипа dhfr-/-. 

Для клеток линии 10.22 было проведено повторное редактирование гена dhfr, одновременно с этим 
клетки были трансфицированы двумя плазмидами, кодирующими анти-апоптотический белок Bcl-2 и 
индуктор аутофагии Beclin-1 и содержащими сильный конститутивный промотор из гена EEF1A1. В ре-
зультате селекции и последующего клонирования клеток была получена панель клональных линий, 
содержащих в геноме целевые плазмиды и не содержащих функциональных аллелей гена dhfr. Для вы-
бранной из данной панели линии A4, обладающей высокой скоростью деления клеток и контрольных 
линий А11 и 10.22 была исследована способность клеток к длительному культивированию без замены 
культуральной среды. Для среды ProCHO 5 (Lonza) было обнаружено, что время культивирования до 
падения жизнеспособности клеток ниже 50% составляет 8 дней для линии А11, 15 дней для 10.22 и 16 
дней для А4. При этом интегральная плотность клеток, т.е. сумма значений клеточной плотности, изме-
ренных 1 раз в день, составила 15±1 млн/мл для линии А11, 58±2 млн/мл для линии 10.22 и 78±4 млн/
мл для линии А4. Таким образом, клеточная линия A4, содержащая гомозиготные нокауты генов bak1, 
bax, dhfr, glul и дополнительные копии генов bcl-2 и beclin-1, при продолжительном культивировании 
дает увеличенную в 5,2 раза интегральную клеточную плотность по сравнению с интактными клет-
ками, что потенциально позволит существенно увеличить общую продуктивность линий-продуцентов 
фармацевтически значимых белков. 
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BAX, BAK1 GENES AND OVEREXPRESSION OF THE ANTI-APOPTOTIC  
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Using two genome editing operations, an CHO A4 cell line was obtained with homozygous knockouts of the bak1, 
bax, dhfr, glul genes and insertion of the additional copies of bcl-2, beclin-1 genes. This cell line is capable of long-
term growth without replacing the culture medium and has an increased integral cell density by 5 times in this mode 
of cultivation.

Key words: genetic editing, pro-apoptotic factors, anti-apoptotic factors

The CHO (Chinese hamster ovary) cell line is widely used as a host for production of therapeutically relevant 
proteins. Genome editing and overexpression of housekeeping genes can improve their growth indicators, in 
particular, the ability to long-term survivial during the cultivation. Simultaneous (multiplex) editing of several genes 
makes it possible to obtain target cell clones in a lesser number of editing-cloning operations, while reducing the 
likelihood of accumulation of off-target genome editing events. 

We performed multiplex gene editing of the dhfr, glul, bak1, bax genome of CHO S subline cells and obtained 
one clonal cell line 10.22 out of 24 lines analyzed. This line contains homozygous knockout of glul, bax, bak1 
genes and heterozygous knockout of the dhfr gene. Cell lines with knockout of two alleles of the dhfr gene were 
not detected. The editing of the dhfr gene in the CHO S cells was repeated using two different guide RNAs (gRNAs) 
directed to one exon of the dhfr gene. Frame shift mutations in both alleles of the target gene were recorded with 
high frequency, and a clonal A11 cell line with homozygous knockout of the dhfr gene was selected. 

For intact CHO cells as well as for lines 10.22 and A11, it was demonstrated that the enzymatic activity of DHFR 
is reduced by a factor of five in the dhfr+/- genotype and is absent for the dhfr-/- genotype. 

The dhfr gene in the 10.22 cells line was edited for the second time by the gRNA pair; simultaneously cells were 
transfected by two plasmids encoding the anti-apoptotic protein Bcl-2 and the inducer of autophagy Beclin-1 and 
containing a strong constitutive EEF1A1 promoter. As a result of selection and subsequent cell cloning, a panel of 
clonal lines containing target plasmids in the genome and not containing functional alleles of the dhfr gene was 
obtained. For the A4 line selected from this panel, which has a high cell division rate, and control lines A11 and 
10.22, the ability of cells to long-term growth without replacing the culture medium was investigated. For ProCHO 
5 medium (Lonza), the growth time before cell viability drops below 50% was 8 days for A11 cell line, 15 days for 
10.22, and 16 days for A4 cell line. At the same time, the integral density of cells, i.e. the sum of the cell density 
values measured 1 time per day, was 15±1 million / ml for the A11 line, 58±2 million / ml for the 10.22 line and 78±4 
million / ml for the A4 line. 

Thus, the A4 cell line, containing homozygous knockouts of the bak1, bax, dhfr, glul genes and additional 
copies of the bcl-2 and beclin-1 genes, gives a 5.2 times increase in the integral cell density compared to intact 
cells upon prolonged batch cultivation, which could potentially significantly increase the overall productivity of 
pharmaceutically significant proteins by this cell line.
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Силикатная керамика диопсид, в отличие от волластонита, является эффективным носителем рекомбинант-
ного BMP-2, демонстрируя длительный постоянный выход in vitro и индукцию остеогенеза in vivo на новой 
модели имплантации суспензии частиц керамики в гиалуроновой кислоте под надкостницу черепа мыши. 

Ключевые слова: силикатная керамика, диопсид, волластонит, BMP-2, гиалуроновая кислота, индукция 
остеогенеза 

Силикатная керамика диопсид (CaMgSi2O6) и волластонит (CaSiO3) отличаются наличием или отсутстви-
ем магния в своем составе. Исследование биоминерализации показало, что диопсид и волластонит обла-
дают способностью осаждать на поверхности апатит в SBF, растворе, имитирующем внеклеточную жид-
кость организма, что делает изучение их свойств потенциально перспективным в качестве замены обычно 
используемой для восстановления костных дефектов биоактивной керамики, такой как гидроксиапатит и 
трикальцийфосфат. Эффективным способом дальнейшего повышения регенеративного потенциала кост-
нопластических материалов является включение в их состав рекомбинантных белковых факторов роста, 
наиболее часто используемым из которых является костный морфогенетический белок-2 (BMP-2). Диопсид 
и волластонит, были получены ранее описанными золь-гель методами [1, 2] в виде мезопористых частиц 
и охарактеризованы с помощью рентгеновской дифракции (XRD). Для анализа размера и формы частиц 
использовалась просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ). BMP-2 спонтанно адсорбировался на 
силикатных керамических частицах. In vitro при инкубации в PBS диопсид обеспечивал взрывной выход 
BMP-2 в первые сутки с последующим устойчивым выходом около 0,5% в день, тогда как волластонит свя-
зывал BMP-2 необратимо.  Модель in vivo на мышах при введении под надкостницу черепа частиц диопси-
да и волластонита, взвешенных в гиалуроновой кислоте, продемонстрировала очень хорошую динамику 
минерализации тканей и остеогенеза для диопсида, содержащего BMP-2, при исследовании с помощью 
микрокомпьютерной томографии и гистологии. Волластонит, нагруженный BMP-2, показал выраженную 
воспалительную реакцию, сопровождавшуюся агрегацией микрочастиц на фоне локального формирова-
ния костной ткани вокруг агрегированных частиц. Частицы диопсида могут быть использованы в качестве 
носителя BMP-2 для разработки новых имплантируемых материалов для регенерации костной ткани. Воз-
можность использования в качестве носителей BMP-2 других типов силикатной керамики требует экспери-
ментальной проверки. Разработанная модель имплантации под надкостницу у мышей удобна и может быть 
использована для тестирования остеогенной активности различных материалов в виде частиц.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ 22-15-00216.
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Silicate ceramics diopside, in contrast to wollastonite, is an effective carrier of recombi-nant BMP-2, demonstrating 
a sustained constant release in vitro and induction of osteo-genesis in vivo on a new mice model of cranial sub-
periosteum implantation of ceramic particles suspension in hyaluronic acid.

Key words: silicate ceramics, diopside, wollastonite, BMP-2, hyaluronic acid, induction of osteogenesis 
The silicate ceramics diopside (CaMgSi2O6) and wollastonite (CaSiO3) differ in the presence or absence of 

magnesium in their composition. Biomineralization studies have shown that diopside and wollastonite have 
the ability to precipitate apatite on the surface in SBF, which makes their properties potentially promising as a 
substitute for bioactive ceramics such as hydroxyapatite and tri-calcium phosphate, commonly used for repair 
of bone defects. An effective way to further increase the regenerative potential of osteoplastic materials is to 
incorporate recombinant protein growth fac-tors into their composition, the most commonly used of which is 
bone morphogenetic protein-2 (BMP-2). Diopside and wollastonite were obtained by the previously de-scribed sol-
gel methods [1, 2] as mesoporous particles and characterized by X-ray dif-fraction (XRD). Transmission electron 
microscopy (TEM) was used to analyze the size and shape of the particles. BMP-2 was spontaneously adsorbed on 
silicate ceram-ic particles. In vitro, when incubated in PBS, diopside provided a burst release of BMP-2 in the first 
day followed by a sustained release of about 0.5% per day, where-as wollastonite bound BMP-2 irreversibly.  An in 
vivo model in mice with diopside and wollastonite particles suspended in hyaluronic acid injected under the skull 
peri-osteum demonstrated very good dynamics of tissue mineralization and osteogenesis for diopside loaded with 
BMP-2 when examined by micro-computer tomography and histology. Wollastonite loaded with BMP-2 showed a 
pronounced inflammatory reac-tion accompanied by aggregation of particles with local bone formation around the 
aggregated particles. Diopside particles can be used as a BMP-2 carrier for the devel-opment of new implantable 
materials for bone tissue regeneration. The possibility to use other types of silicate ceramics as BMP-2 carriers 
requires experimental verifica-tion. The developed model of implantation under the periosteum in mice is conven-
ient and can be used for testing the osteogenic activity of different materials in the form of particles.

This work was supported by the Russian Science Foundation grant 22-15-00216.
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ВЛИЯНИЕ ПРИРОДЫ РЕНТГЕНОКОНТРАСТНЫХ ВЕЩЕСТВ  
НА ПОВЕДЕНИЕ ЭМБОЛИЗИРУЮЩИХ СИСТЕМ В УСЛОВИЯХ INVIVO
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86.

В эксперименте в условиях in vivo в сравнительном аспекте было изучено влияние природы йодсодержа-
щих рентгеноконтрастных веществ (на примере водорастворимого и водонерастворимого соединений) на 
функциональные свойства эмбола. Оценка проведена с помощью рентгенографических, гистологических, 
гематологических и микроскопических методов исследования. 
Установлено, что, вне зависимости от природы рентгеноконтрастного вещества, эмбол полностью пере-
крывают кровоток и не оказывают токсического действия на организм в целом. Контрастирование жид-
ких эмболизирующих систем различными по природе контрастирующими веществами приводит к некото-
рым отличиям, однако при этом эмболизирующие свойства систем сохраняются. 

Ключевые слова: эмболизация, ацетат целлюлозы, гистология, электронная микроскопия, йодосодержа-
щие рентгеноконтрастные вещества.

В настоящее время разработано множество эмболизирующих составов, среди которых популярность 
приобрели жидкие системы [1, 2, 3, 4]. Сформированный в кровеносном сосуде эмбол необходимо визуа-
лизировать, для чего в состав эмболизирующей системы вводят контрастирующее вещество, среди кото-
рых йодсодержащие органические вещества занимают особое место [5, 6]. 

В эксперименте на лабораторных животных (однопометные кролики породы шиншилла) в сравни-
тельном аспекте было изучено влияние природы йодсо-держащих рентгеноконтрастных веществ (на при-
мере водорастворимого и водонерастворимого соединений) на поведение эмболизирующих композиций. 
В качестве рентгеноконтрастных веществ использовали водонерастворимый Липиодол или водораство-
римый Йогексол.

Влияние рентгеноконтрастных веществ на параметры эмболизации в условиях in vivo оценено рент-
генологическими, гистологическими, гематологическими и микроскопическими методами исследования.

Проведенные иследования показали, что оба состава, вне зависимости от природы рентгеноконтраст-
ного вещества, полностью перекрывают кровоток и не оказывают токсического действия на организм в 
целом. Однако в случае Липиодола эмболизирующий состав более легко переходит в коллатерали маги-
стрального сосуда. В то же время, в случае Йогексола эмболизация происходит более целенаправленно, 
заполняя преимущественно целевой сосуд.

Рентгеноконтрастность эмболов с Липиодолом составляет не менее 7 суток, тогда как контрастность 
эмболов с Йогексолом сохраняется в течение 20 минут после введения. Эмболы с Йогексолом, в отличие 
от таковых с Липиодолом, не «адгезируют» на стенки сосуда и вызывают активный рост эндотелиальной 
ткани. В результате не образуется скопление некротической ткани, а процесс эпителизации происходит 
там, где эмбол максимально не прилегает к эндотелию сосуда. 

Таким образом, контрастирование жидких эмболизирующих систем различными по природе контра-
стирующими веществами приводит к некоторым отличиям, однако при этом эмболизирующие свойства 
систем сохраняются. 
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The influence of iodine-containing radiopaque substances (water-soluble and water-insoluble compounds) nature 
on the functional properties of the emboli was studied in a comparative aspect during the experiment in vivo. 
The assessment was carried out through radiographic, histological, hematological and microscopic research 
techniques. 
It has been found that emboli, regardless of the radiopaque substance nature, completely block the blood flow and 
do not have a toxic effect on the organism. Contrasting of liquid embolizing systems with contrasting substances 
of different nature leads to some differences, however, the embolizing properties of the systems are preserved.

Key words: embolization, cellulose acetate, histology, electron microscopy, iodine-containing radiopaque agents.

Currently, many embolizing compounds have been developed, among which liquid systems have gained 
popularity [1, 2, 3, 4]. The emboli formed in the blood vessel must be visualized. For the visualisation a contrasting 
substance is introduced into the embolizing system, among which iodine-containing organic substances occupy a 
special place [5, 6].

The effect of iodine-containing radiopaque substances nature (in the case of water-soluble and water-
insoluble compounds) on the behavior of embolizing compositions was studied in a comparative aspect during the 
experiment on laboratory animals (single-litter chinchilla rabbits). Water-insoluble Lipiodol or water-soluble Yogexol 
were used as radiopaque substances.

The effect of radiopaque substances on the parameters of embolization in vivo was evaluated via radiological, 
histological, hematological and microscopic methods of investigation.

The conducted studies have shown that both compositions, regardless of the radiopaque substance nature, 
completely block the blood flow and do not have a toxic effect on the organism. However, in the case of Lipiodol, the 
embolizing composition more easily passes into the collaterals of the main vessel. At the same time, in the case of 
Yogexol, embolization occurs more purposefully, filling mainly the target vessel.

The radiopacity of emboli with Lipiodol is at least 7 days, while the contrast of emboli with Yogexol persists for 
20 minutes after administration. Emboli with Yogexol, unlike those with Lipiodol, do not "adhere" to the vessel walls 
and cause active growth of endothelial tissue. As a result, no accumulation of necrotic tissue is formed, and the 
process of epithelization occurs where the emboli does not adhere to the endothelium of the vessel. 

Thus, contrasting of liquid embolizing systems with contrasting substances of different nature leads to some 
differences, however, the embolizing properties of the systems are preserved.
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Разработаны ген-активированные матриксы на основе хитозанового гидрогеля и полилактидных частиц, 
импрегнированные полиплексами с геном BMP-2, для регенерации костной ткани. Полученные матрик-
сы оказывают выраженное остеоиндуктивное действие на культуры ММСК: наблюдается минерализация 
внеклеточного матрикса, увеличение экспрессии генов и продукции белков BMP-2 и ALPL.

Ключевые слова: ген-активированные матриксы, хитозан, полилактид, плазмидные ДНК

В настоящее время наиболее перспективной стратегией для регенерации костной ткани является при-
менение ген-активированных матриксов, импрегнированных плазмидными конструкциями с генами осте-
оиндукторов [1]. Такой подход обеспечит адресную доставку генных конструкций в зону костного дефекта 
и их пролонгированное высвобождение и безопасную эффективную трансфекцию резидентных клеток. В 
качестве активного компонента выбрана плазмида с геном костного морфогенетического белка 2 (BMP-2), 
одного из наиболее эффективных индукторов остеогенеза. Матрицами-носителями служат хитозановые 
гидрогели с высокопористыми полилактидными гранулами (PLA-гранулами). Благодаря трехмерной яче-
истой структуре PLA-гранулы обеспечивают прорастание сосудов, миграцию остеогенных клеток-предше-
ственников и могут являться депо для плазмидных конструкций.

Целью работы является исследование остеогенных свойств ген-активированных матриксов на осно-
ве хитозанового гидрогеля и PLA-гранул, импрегнированных полиплексами с геном BMP-2.

Материалы и методы. Для образования полиплексов использовали плазмиды с геном BMP-2 (TaqRFP-
N-BMP2) и трансфицирующий агент TurboFect (TF) в соотношении 2мкг/мл к 4 мкл/мл [2]. Полиплексы 
добавляли к PLA-гранулам и затем смешивали с хитозановым гидрогелем со степенью деацетилирования 
хитозана 39% (Хит 39%). Материалы инкубировали с культурами мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (ММСК) жировой ткани крыс в планшетах с системой Transwell 14 суток. Остеогенную 
дифференцировку ММСК исследовали методами ПЦР-РВ, иммуноферментного анализа на белок BMP-2, 
иммуно-цитохимического окрашивания на щелочную фосфатазу (ALPL) и выявлением минерализованно-
го внеклеточного матрикса (ВКМ) с помощью окрашивания ализариновым красным.

Результаты. Культивирование ММСК в присутствии ген-активированных матриксов на основе PLA-гра-
нул и Хит 39%, импрегнированных полиплексами с геном BMP-2, приводит к значительному увеличению 
экспрессии генов остеогенных маркеров: в 5,95±1,06 раз BMP-2 и в 4,73±0,45 раз Alpl по сравнению с кон-
тролем, повышению продукции белков BMP-2 и ALPL, а также минерализации ВКМ.

Показано, что разработанные матриксы на основе хитозанового гидрогеля и PLA-гранул, импрегниро-
ванные полиплексами с геном BMP-2 обладают выраженным остеоиндуктивным действием на культуры 
ММСК и впоследствии могут быть использованы в генной терапии для регенерации костной ткани.

Работа выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки России для ФГБНУ «МГНЦ».
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Gene-activated matrices based on chitosan hydrogel and polylactide particles impreg-nated with polyplexes with 
BMP-2 gene have been developed for bone regeneration. The obtained matrices have a significant osteoinductive 
effect on MSCs: extracellular matrix mineralization, an increase in gene expression and BMP-2 and ALPL proteins 
production are observed.

Key words: gene-activated matrices, chitosan, polylactide, plasmid DNA

Nowadays, the most promising strategy for bone regeneration is the use of gene-activated matrices impregnated 
with plasmid constructs carrying osteoinductive genes [1]. That approach ensures target delivery of gene constructs 
to the bone defect area and their prolonged release and safe efficient transfection of resident cells. A plasmid 
encoding bone morphogenetic protein 2 (BMP-2), one of the most effective inducers of osteogenesis, was chosen 
as the active component. The carrier matrices were chitosan hydrogels with highly porous polylactide granules 
(PLA-granules). Due to the three-dimensional porous structure, PLA granules provide angiogenesis, migration of 
osteogenic progenitor cells and can be a depot for plasmid constructs.

The aim of this work is to study the osteogenic properties of gene-activated matrices based on chitosan 
hydrogel and PLA-granules impregnated with polyplexes with BMP-2 gene.

Materials and methods. Plasmids encoding BMP-2 gene (TaqRFP-N-BMP2) and the transfecting agent 
TurboFect (TF) at a ratio of 2 μg/ml to 4 μl/ml were used for the pol-yplexes formation [2]. Polyplexes were added 
to PLA-granules and then mixed with chitosan hydrogel with 39% deacetylation degree of chitosan (Chit 39%). 
The materials were incubated with rat adipose tissue-derived cultures of multipotent mesenchymal stromal cells 
(MSCs) in plates with the Transwell system for 14 days. Osteogenic differ-entiation of MSCs was studied by RT-
PCR, enzyme-linked immunoassay for BMP-2, immunocytochemical staining for alkaline phosphatase (ALPL) and 
detection of extra-cellular matrix (ECM) mineralization using alizarin red staining.

Results. Cultivation of MSCs in the presence of gene-activated matrices based on PLA-granules and Chit 39%, 
impregnated with polyplexes with the BMP-2 gene, leads to a significant increase in the expression of osteogenic 
markers genes: 5,95 ± 1,06 times BMP-2 and 4,73±0,45 times Alpl compared with control, increase in production of 
BMP-2 and ALPL proteins, as well as ECM mineralization.

It was shown that the developed matrices based on chitosan hydrogel and PLA-granules, impregnated with 
polyplexes with the BMP-2 gene, have a pronounced osteoinductive effect on MSCs and can subsequently be used 
in gene therapy for bone regeneration.

The research was carried out within the State Assignment of Ministry of Science and Higher Education of the 
Russian Federation for RCMG.
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Впервые показано, что кальций-магниевая силикатная керамика диопсид может быть эффективным но-
сителем рекомбинантного костного морфогенетического белка 2, вызывая мощный репаративный осте-
огенез в области дефектов критиче-ского размера черепа у мышей при введении в составе гибридного 
имплантата, включающего деминерализованный костный матрикс в качестве каркаса.

Ключевые слова: кальций-магниевая силикатная керамика, диопсид, BMP-2, деминерализованный кост-
ный матрикс, гиалуроновая кислота, гибридный имплантат, репаративный остеогенез 

Кальций-магниевая силикатная керамика представляет собой материал, перспективный для исполь-
зования в качестве компонента гибридных имплантатов для остеопластики, поскольку он обладает вы-
сокой биоактивностью, биосовместимостью и способствует остеогенной дифференцировке мезенхималь-
ных стромальных клеток. Однако, возможность его использования в качестве носителя рекомбинантного 
костного морфогенетического белка-2 (BMP-2) до сих пор не исследована.  Кальций-магниевую силикат-
ную керамику получали твердофазным методом с использованием в качестве исходных компонентов био-
отходов – рисовой шелухи и яичной скорлупы по методу [1] с модификациями. Основная фаза керамики 
представляла собой диопсид (CaMgSi2O6). Частицы диопсида имели средний размер около 2,3 мкм и ~20% 
пористость со средним размером пор около 24 нм, что позволило классифицировать материал как мезопо-
ристый. Сорбционная емкость диопсида – более 150 мкг рекомбинантного BMP-2 на 1 мг. Кинетика выхода 
BMP-2 in vitro имеет характерные особенности для керамики с взрывным выходом в первые 2 суток и по-
степенным выходом (по 0,4 – 0,5% от нанесенного белка) в последующие 7 суток. Эксперименты по иссле-
дованию возможности применения частиц диопсида с BMP-2 для регенерации костной ткани проводили на 
модели краниальных дефектов критического размера мышей с имплантацией суспензии частиц диопсида 
в гиалуроновой кислоте, введенной в диски из деминерализованного костного матрикса (ДКМ) в качестве 
каркаса. Гистологический анализ тканей черепа в области имплантации проводили на сроках 12, 21, 48 и 63 
суток после имплантации. Показано, что частицы диопсида вызывают минимальную реакцию организма 
на введение инородного тела. При имплантации частиц диопсида с BMP-2 к 63 суткам в порах имплантата 
образуется новообразованная костная ткань с областями, заполненными зрелым костным мозгом, и ремо-
делированием участков ДКМ и примыкающих к имплантату фрагментов материнской кости.

Таким образом, диопсид может использоваться как составная часть гибридных имплантатов для ре-
генерации костной ткани в качестве эффективного носителя BMP-2.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РНФ 22-15-00216.
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For the first time it was shown that calcium-magnesium silicate ceramic diopside can be an effective carrier of 
recombinant bone morphogenetic protein 2, causing strong repara-tive osteogenesis in the area of critical size 
skull defects in mice when inserted as a hy-brid implant that also includes demineralized bone matrix as a scaffold.

Key words: calcium-magnesium silicate ceramics, diopside, BMP-2, demineralized bone matrix, hyaluronic acid, 
hybrid implant, reparative osteogenesis

Calcium-magnesium silicate ceramics is a material promising for use as a component of hybrid implants for 
Osteoplastics, because it has high bioactivity, biocompatibility, and promotes osteogenic differentiation of mesenchymal 
stromal cells. However, the possibility of its use as a carrier of recombinant bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) has 
not yet been investigated.  Calcium-magnesium silicate ceramics were produced by solid-phase method using biowaste 
- rice husk and egg shells as initial components according to the method [1] with modifications. The main ceramic 
phase was diopside (CaMgSi2O6). The diopside particles had an average size of about 2.3 μm and ~20% porosity with an 
average pore size of about 24 nm, which allowed the material to be classified as mesoporous. The sorption capacity of 
the diopside was over 150 μg of recombinant BMP-2 per 1 mg. The in vitro release kinetics of BMP-2 has characteristic 
features for ceramics with a burst release in the first 2 days and a sustained release (0.4 - 0.5% of the applied protein) in 
the next 7 days. Experiments to study the possibility of using diopside particles with BMP-2 for bone tissue regeneration 
were carried out on the model of cranial defects of critical size in mice with implantation of suspension of diopside 
particles in hyaluronic acid introduced into disks of demineralized bone matrix (DBM) as a scaffold. Histological analysis 
of the cranial tissues in the area of implantation was performed at 12, 21, 48 and 63 days after implantation. It was 
shown that diopside particles cause minimal foreign body reaction. At implantation of diopside particles with BMP-2 by 
the 63rd day the newly-formed bone tissue is formed in the implant pores with the areas filled with mature bone marrow 
and remodeling of the DBM areas and the fragments of the mother bone adjacent to the implant.

Thus, diopside can be used as a component of hybrid implants for bone tissue regeneration to serve an effective 
carrier of BMP-2.

This work was supported by the Russian Science Foundation grant 22-15-00216.
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Показано, что гибель клеток глиобластомы под действием VV-GMCSF-Lact происходит преимущественно 
по апоптотическому пути. При анализе уровня белка Smac в комплексе с ингибитором апоптоза XIAP в 
клетках глиобластомы человека установлено, что в клетках, наиболее чувствительных к VV-GMCSF-Lact, 
уровень Smac при инкубации с вирусом возрастает. При этом общий уровень XIAP был выше в клетках 
более устойчивых культур. 

Ключевые слова: глиобластома, онколитический вирус, VV-GMCSF-Lact, апоптоз.

Глиобластома на сегодняшний день является одной из наиболее агрессивных опухолей головного 
мозга. Средняя выживаемость пациентов с этим диагнозом составляет не более 15 месяцев. Стандартная 
терапия глиобластомы включает хирургическую резекцию опухоли с последующей радио- и/или химиоте-
рапией. Однако применяемая мультимодальная терапия не позволяет значимо увеличить продолжитель-
ность жизни пациентов.

Одним из наиболее перспективных на сегодняшний день подходов лечения опухолей является виро-
терапия. Виротерапия представляет собой иммунотерапевтический подход, основанный на вирус-опосре-
дованной гибели опухолевых клеток и индукции иммунного ответа организма. В настоящее время множе-
ство онколитических вирусов проходит клинические испытания в качестве потенциальных агентов для 
лечения опухолей головного мозга, в том числе глиобластомы. Однако не один препарат не одобрен для 
применения в клинике.

В лаборатории биотехнологии ИХБФМ СО РАН совместно с ГНЦ ВБ «Вектор» разработан рекомбинантный 
штамм VV-GMCSF-Lact вируса осповакцины, который содержит делеции фрагментов генов вирусных тими-
динкиназы (TK) и ростового фактора (VGF), в районы которых встроены гены GM-CSF человека и апоптоз-ин-
дуцирующего белка лактаптина, соответственно [Kochneva и др., 2016]. Ранее мы показали, что VV-GMCSF-Lact 
обладает цитотоксической активностью in vitro и противоопухолевой эффективностью in vivo в отношении 
иммортализованных и персонализированных культур клеток глиобластомы человека [Vasileva и др., 2021]. 



БИОТЕХНОЛОГИЯ И МЕДИЦИНА BIOTECHNOLOGY AND MEDICINE

26 27Международный конгресс: Биотехнология: состояние и перспективы развития International Congress: Biotechnology: state of the art and perspectives31 октября – 1 ноября 2022 | Москва 31 October – 01 November, 2022 | Moscow

ЛЕЧЕНИЕ ОНКОЗАБОЛЕВАНИЙ ЧЕЛОВЕКА С ПОМОЩЬЮ ПРИРОДНЫХ И РЕКОМБИНАНТНЫХ ВИРУСОВ

При этом различные культуры клеток обладают разной чувствительностью к действию вируса. 
В данной работе мы исследовали апоптотические процессы в клетках иммортализованных и персо-

нализированных культур глиобластомы человека под воздействием онколитического вируса VV-GMCSF-
Lact. Клетки глиобластомы инкубировали с вирусом в течение 24 часов. Множественность инфекции 
составляла 1 БОЕ на клетку. Идентификацию апоптотических клеток осуществляли с помощью коммерче-
ского набора FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, США). Согласно полученным данным, 
популяции мертвых клеток и клеток, находящихся на ранних стадиях апоптоза, количественно больше в 
культурах, наиболее чувствительных к действию VV-GMCSF-Lact. Кроме того, гибель клеток глиобластомы 
под действием VV-GMCSF-Lact происходит преимущественно по пути апоптоза. 

Также с помощью метода ко-иммунопреципитации и последующего вестерн-блот анализа мы иссле-
довали уровни белков RIPK1 и RIPK3 в комплексах с каспазой-8 в клетках глиобластомы человека до и 
после воздействия на клетки вирусного препарата. Известно, что вирус осповакцины, на основе которого 
создан рекомбинантный штамм VV-GMCSF-Lact, вызывает гибель клеток главным образом по пути не-
кроптоза. Некроптоз представляет собой регулируемый некроз, опосредованный белками RIPK1 и RIPK3. 
Некроптоз может протекать лишь при инактивации каспазы-8, которая, в свою очередь, расщепляет и 
инактивирует адаптеры некроптоза RIPK1 и RIPK3, что приводит к гибели клеток по пути апоптоза. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что с увеличением времени инкубации клеток глиобластомы с 
вирусом возрастает уровень активированной каспазы-8. При этом в клетках, более чувствительных к VV-
GMCSF-Lact, активация фермента происходит уже к 24 часам инкубации. Полученные данные позволяют 
предположить, что VV-GMCSF-Lact способен активировать в клетках глиобластомы рецептор-опосредо-
ванный путь апоптотической гибели.

Лактаптин, экспрессируемый VV-GMCSF-Lact, индуцирует апоптоз опухолевых клеток по митохондри-
альному пути, что приводит к активации каспаз-3,7 [Fomin и др., 2012; Koval и др., 2014]. Известно, что 
зачастую в клетках глиобластомы значительно повышен уровень белка XIAP, ингибирующего каспазы-3,7. 
Также на эффективность активации апоптоза, индуцируемого лактаптином, может влиять уровень в опу-
холевых клетках белка Smac, который при активации апоптоза по внутреннему (митохондриальному) пути 
покидает митохондрии и участвует в связывании белков-ингибиторов каспаз, таких как XIAP. С помощью 
методов ко-иммуноприципитации и последующего вестерн-блот анализа мы проанализировали измене-
ние уровня белка Smac в комплексе с XIAP в клетках глиобластомы человека под действием вирусного 
препарата. Согласно полученным данным, в наиболее чувствительных к VV-GMCSF-Lact клетках уровень 
Smac возрастает к 24 часам инкубации с вирусом. При этом общий уровень XIAP в клетках более устойчи-
вых культур был выше.

Таким образом, согласно полученным результатам гибель клеток глиобластомы под действием VV-
GMCSF-Lact протекает преимущественно по апоптотическому пути, что является несомненным преиму-
ществом, поскольку развитие воспалительных реакций при некрозе опухолевых клеток головного мозга 
является нежелательным фактором. Однако активация путей клеточной гибели в более устойчивых к VV-
GMCSF-Lact клетках происходит позже и менее эффективно, что можно объяснить нарушениями апоптоти-
ческого сценария. Дополнительное изучение механизмов, определяющих чувствительность/устойчивость 
клеток глиобластомы к действию VV-GMCSF-Lact, позволит разработать эффективные терапевтические 
схемы с применением соответствующих препаратов для комбинированной терапии. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта №20-34-
90041, гранта РНФ 21-14-00195. 
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It has been shown that under the action VV-GMCSF-Lact, the death of glioblastoma cells occurs mainly through 
the apoptotic pathway. When analyzing the complexes of Smac protein with the apoptosis inhibitor XIAP in human 
glioblastoma cells, it was found that in the cells most sensitive to VV-GMCSF-Lact, Smac level was increased after 
incubation with the virus. At the same time, overall level of XIAP was higher in more resistant cells.

Key words: glioblastoma, oncolytic virus, VV-GMCSF-Lact, apoptosis.

Glioblastoma is one of the most aggressive brain tumors today. The average survival of patients with this 
diagnosis is no more than 15 months. Standard therapy for glioblastoma involves surgical resection of the tumor 
followed by radio- and/or chemotherapy. However, the applied multimodal therapy does not allow to significantly 
increase the life expectancy of patients. 

One of the most promising approaches to treating tumors today is virotherapy. Virotherapy is an immunotherapy 
approach based on virus-mediated tumor cell death and induction of the immune response. Many oncolytic viruses 
are currently in clinical trials as potential drugs for the treatment of brain tumors, including glioblastoma. However, 
none of the drugs have been approved for clinical use.

A recombinant VV-GMCSF-Lact vaccinia virus contains deletions of the viral thymidine kinase (TK) and 
growth factor (VGF) gene fragments into which the human GM-CSF and apoptosis-inducing protein lactaptin 
genes have been inserted, respectively [Kochneva et al., 2016]. We have previously shown that VV-GMCSF-Lact 
has in vitro cytotoxic activity and in vivo antitumor efficacy against immortalized and patient-derived human 
glioblastoma cell cultures [Vasileva et al., 2021]. At the same time, different cell cultures have different sensitivity 
to the virus action.

In this work, we investigated the apoptotic process of immortalized and patient-derived human glioblastoma 
cultures exposed to the oncolytic virus VV-GMCSF-Lact. Glioblastoma cells were incubated with the virus for 24 
hours. The multiplicity of infection was 1 PFU per cell. Apoptotic cells were identified using the commercial FITC 
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, USA). According to the data obtained, the number of early 
apoptotic and dead cells was quantitatively more in the cultures most sensitive to the VV-GMCSF-Lact. Furthermore, 
under the action of VV-GMCSF-Lact the death of glioblastoma cells occurred mainly through apoptosis.  

Furthermore, using co-immunoprecipitation and subsequent western blot analysis, we investigated the levels 
of RIPK1 and RIPK3 proteins in complexes with caspase-8 in human glioblastoma cells before and after exposure 
to the virus. The vaccinia virus, on which the recombinant VV-GMCSF-Lact is based, is known to cause cell death 
mainly by necroptosis. Necroptosis is regulated necrosis mediated by RIPK1 and RIPK3 proteins. Necroptosis 
occurs only when caspase-8 is inactivated, which in turn cleaves and inactivates the necroptotic linkers RIPK1 and 
RIPK3, leading to cell death through apoptosis. The obtained results showed that the level of activated caspase-8 
increased with increasing time of glioblastoma cells incubation with the virus. Meanwhile, in cells more sensitive 
to VV-GMCSF-Lact, activation of the enzyme occurred already within 24 hours of incubation. The data obtained 
demonstrate that VV-GMCSF-Lact is able to activate the receptor-mediated apoptotic pathway in glioblastoma cells.

Lactaptin, expressed by VV-GMCSF-Lact, induces tumor cell apoptosis through the mitochondrial pathway, 
thereby activating caspase-3,7 [Fomin et al., 2012; Koval et al., 2014]. Levels of the XIAP protein, known to inhibit 
caspase-3,7, are often significantly increased in glioblastoma cells. In addition, the efficiency of apoptosis activation 
induced by lactaptin is affected by the level of Smac protein in tumor cells, which after activating apoptosis through 
an intrinsic (mitochondrial) pathway, leaves the mitochondria and participates in the binding of caspase inhibitor 
proteins, such as XIAP. Using co-immunoprecipitation and subsequent western blot analysis, we analyzed changes 
in the complexes of Smac protein and XIAP in human glioblastoma cells under the influence of viral drug. According 
to the data obtained, in the cells most sensitive to VV-GMCSF-Lact, the level of Smac increased after 24 hours of 
incubation with the virus. At the same time, the overall level of XIAP was higher in the cells of the more resistant 
cultures. 
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Therefore, according to the results obtained, the death of glioblastoma cells under the VV-GMCSF-Lact 
action mainly proceeds by the apoptotic pathway, which is an unquestionable advantage since an inflammatory 
response occurs during necrosis of brain tumor cells is an undesired factor. However, activation of cell death 
pathways occurred later and less efficiently in cells more resistant to VV-GMCSF-Lact, which could be explained 
by perturbations in the apoptotic process. Further studies to determine the mechanisms of sensitivity/resistance 
of glioblastoma cells to the VV-GMCSF-Lact action will allow the development of effective therapeutic scheme for 
combination therapy with appropriate drugs. 

The reported study was funded by RFBR according to the research project №20-34-90041, the Russian Science 
Fund (grant No. 21-14-00195).
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ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ МАЛЫХ ИНТЕРФЕРИРУЮЩИХ РНК К 
ГАНКИРИНУ ДЛЯ ТЕРАПИИ ГЛИОБЛАСТОМ
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Поиск перспективных мишеней для терапии глиобластом является актуальной задачей для повышения 
выживаемости пациентов. Ганкирин - онкогенный белок, ассоциированный с развитием, ростом и инвази-
ей опухоли. Было показано, что экспрессия мРНК ганкирина повышена в образцах первичных глиобластом 
человека. С помощью метода РНК интерференции нами были показано, что частицы, содержащие миРНК 
к ганкирину, позволяют эффективно ингибировать синтез мРНК ганкирина в клетках глиобластомы U87.

Ключевые слова: малые интерферирующие РНК, липидные наночастицы, ганкирин, глиобластома

Глиобластома является одной из наиболее агрессивных и инвазивных опухолей с неблагоприятным 
прогнозом. Несмотря на интенсивное развитие и разработку различных подходов в области диагности-
ки, создания и применения новых препаратов 5-летняя выживаемость пациентов с данным диагнозом 
по-прежнему остается менее 5-10%. Поиск новых мишеней для терапии является одним из перспективных 
подходов, позволяющих ингибировать рост опухоли, а также повысить чувствительность клеток к химио-
терапии. Ганкирин является онкогенным белком и перспективной мишенью для моно- и комбинированной 
терапии глиом (Xu Guo et al, 2020). В данной работе нами было показано, что уровень мРНК ганкирина 
повышается до 10-15 раз в образцах первичных линий глиобластом человека. Кроме того, повышенный 
уровень экспрессии мРНК ганкирина ассоциирован с отрицательным статусом метилирования промотора 
o-метил-гуанин-ДНК метилтрансферазы (MGMT) – маркером, связанным с повышенной химиорезистент-
ностью к алкилирующим препаратам. Ингибирование синтеза мРНК ганкирина может стать перспектив-
ным инструментом в терапии глиом, в том числе для повышения чувствительности к противоопухолевым 
препаратам. С этой целью нами были синтезированы малые интерферирующие РНК (миРНК) к ганкирину, 
получены липидные наночастицы путем смешения миРНК и липидов с помощью микрофлюидного кар-
триджа, проведена их физико-химическая характеристика. Было показано, что данные частицы эффектив-
но ингибируют уровень мРНК в клетках линии глиобластом человека. 
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Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most aggressive and invasive tumors with poor prognosis. 
Despite the intensive progress in development of new diagnostic and therapeutic drugs, the 5-year survival rate of 
patients with GBM is less than 5-10%.  Search of new targets for therapy is promising approach for glioma therapy 
that will help to inhibit tumor growth, as well as increase the sensitivity of cancer cells to chemotherapy. Gankyrin 
is an oncogenic protein and a promising target for mono- and combination therapy of gliomas (Xu Guo et al, 2020). 
In this work, we have shown that the mRNA level of gankyrin is increased up to 10-15 times in primary human 
glioblastoma lines. Also, an increased mRNA level of gankyrin is associated with a negative methylation status 
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of the o-methyl-guanine-DNA methyltransferase (MGMT) promoter, a biomarker of increased chemoresistance of 
tumor cells. Inhibition of gankyrin may become a promising tool for glioma therapy and opportunity to increase 
sensitivity of tumor cells to anticancer drugs. For this purpose, we synthesized small interfering RNA (siRNA) to 
gankyrin and formulated siRNA-lipid nanoparticles by mixing siRNA and lipids using a microfluidic device, performed 
physicochemical characterization. We demonstrated that obtained nanoparticles can effectively inhibit mRNA level 
of gankyrin in human glioblastoma cells.

This work was supported by RSCF grant №22-75-10151
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ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАЗВУКОВОГО ПРЕНАТАЛЬНОГО СТРЕССА  
НА КОНЦЕНТРАЦИЮ НЕЙРОТРОФИНА И НЕЙРОПЕТИДОВ  
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Пренатальный стресс, вызванный действием переменного ультразвука, вызывает изменение концентра-
ции нейропептидов в плазме крови взрослых крыс.

Ключевые слова: пренатальный стресс; ультразвуковое воздействие; нейропептиды; крысы.

Разные факторы окружающей среды могут повлиять на развитие мозга эмбриона в пренатальном 
периоде. Одним из таких факторов является стресс, который испытывает мать во время беременности, 
или пренатальный стресс. Ранее нами было показано, что пренатальный стресс, вызванный действием 
ультразвука переменной частоты на беременных самок крыс (узПС), вызывает негативные поведенче-
ские изменения у потомства [1]. Целью данного исследования было изучить влияние узПС на изменение 
общей концентрации некоторых биохимических показателей в плазме крови взрослого потомства крыс. 

Эксперимент проводился на крысах линии Wistar. Самки из экспериментальной группы (n=6) после 
оплодотворения содержались в индивидуальных клетках под хроническим воздействием ультразвука пе-
ременной частоты 20-45 кГц на протяжении всего периода беременности. Контрольные самки (n=5) содер-
жались в индивидуальных клетках в стандартных условиях вивария. Было получено потомство от обеих 
групп самок: узПС потомство (19 самцов и 17 самок) и контрольное потомство (21 самец и 19 самок). 

У взрослого потомства забирали кровь из хвостовой вены в пробирки с гепарином. Кровь была немед-
ленно центрифугирована (3,000 rpm, 10 минут) при 4оC. Образцы плазмы хранили при -80оС до проведения 
анализа. В полученных образцах определялась концентрация нейропептидов (окситоцин, субстанция Р, β-эн-
дорфин, нейротензин и α-мелано-стимулирующий гормон (α-МСГ)) методом мультиплексного иммунофер-
ментного анализа с использованием коммерческого набора MILLIPLEX Rat/Mouse Neuropeptide Magnetic Bead 
Panel RMNPMAG-83K. Концентрация нейротрофического фактора мозга (BDNF) определялась методом имму-
ноферментного анализа с использованием коммерческого набора BDNF Rat ELISA Kit (BioAim Scientific Inc). 
Пробоподготовка и анализ образцов проводился согласно протоколам производителей. Для статистического 
анализа результатов применялся дисперсионный анализ. Различия считали достоверными при p<0.05. 

узПС значительно повлиял на общую концентрацию α-МСГ (F=3.18; p=0.04), окситоцина (F=5.52; 
p=0.003) и субстанции Р (F=3.23; p=0.03). Концентрация α-МСГ была значительно выше в плазме у самок, 
чем у самцов в контрольной группе (p=0.03), однако данное отличие исчезло после воздействия узПС 
(p=1.00). Концентрация окситоцина значительно увеличилась у самок при воздействии узПС (p=0.03), но 
не у самцов (p=1.00). После воздействии узПС концентрация субстанции Р в плазме у самок стала выше, 
чем у самцов (p=0.02), при этом в контрольной группе полового различия в концентрации субстанции Р 
обнаружено не было (p=0.98). узПС не повлиял на концентрацию BDNF, нейротензина и β-эндорфина в 
плазме взрослых крыс.

Таким образом, после воздействия узПС у взрослого потомства крыс наблюдалось полозависимое 
изменение концентрации α-МСГ, окситоцина и субстанции Р в плазме крови. 
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Prenatal stress induced by exposure to variable ultrasound induced altered neuropeptide concentrations in the 
blood plasma of adult rats.

Key words: prenatal stress; ultrasound exposure; neuropeptides; rats.

Various environmental factors can affect embryonic brain development during the prenatal period. One such 
factor is the stress experienced by the mother during pregnancy, or prenatal stress. We have previously demonstrated 
that prenatal stress caused by exposure of pregnant female rats to variable frequency ultrasound (usPS) causes 
negative behavioral changes in the offspring [1]. The aim of this study was to evaluate the usPS effect on the 
alteration of the some biochemical parameters total concentration in the adult rat offspring blood plasma.

The experiment was performed on Wistar rats. Females from the experimental group (n=6) were kept in 
individual cages after fertilization under chronic exposure to 20-45 kHz variable frequency ultrasound for the 
entire gestation period. Control females (n=5) were kept in individual cages under standard vivarium conditions. 
The offspring from both groups of females were obtained: usPS offspring (19 males and 17 females) and control 
offspring (21 males and 19 females).

Blood was collected from the adult offspring from the tail vein in tubes with heparin. Blood was immediately 
centrifuged (3,000 rpm, 10 min) at 4oC. Plasma samples were stored at -80oC until analysis.  Concentrations of 
neuropeptides (oxytocin, substance P, β-endorphin, neurotensin, and α-melano-stimulating hormone (α-MSH)) were 
determined in the obtained samples by multiplex immunoassay using the MILLIPLEX Rat/Mouse Neuropeptide 
Magnetic Bead Panel RMNPMAG-83K commercial kit. Concentrations of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
were determined by enzyme immunoassay using a commercial BDNF Rat ELISA Kit (BioAim Scientific Inc). Sample 
preparation and analysis were performed according to the manufacturers' protocols. The results were statistically 
analyzed using analysis of variance. Differences were considered significant at p<0.05.

usPS significantly affected the total concentration of α-MSH (F=3.18; p=0.04), oxytocin (F=5.52; p=0.003), 
and substance P (F=3.23; p=0.03). The α-MSH concentration was significantly higher in female plasma than male 
plasma in the control group (p=0.03), but this difference disappeared after exposure to usPS (p=1.00). Oxytocin 
concentrations increased significantly in females when exposed to usPS (p=0.03), but not in males (p=1.00). The 
concentration of substance P in plasma was higher in females than in males after usPS exposure (p=0.02), while 
no sex differences in the concentration of substance P were found in the control group (p=0.98). usPS had no effect 
on the concentration of BDNF, neurotensin and β-endorphin in plasma of adult rats.

Therefore, the adult rat plasma concentration of α-MSH, oxytocin, and substance P altered after exposure to 
usPS in a sex-dependent way.
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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ ХИМЕРНОГО БЕЛКА - 
НОСИТЕЛЯ АНТИГЕНОВ ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ПЕПТИДНЫХ ВАКЦИН
Волосникова Е.А., Есина Т.И., Гогина Я.С., Терещенко Т.А., Сарпова А.И., Левагина Г.М., Даниленко Е.Д.
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Отработана схема получения высокоочищенного белка- носителя пептидных антигенов вакцины против 
новой коронавирусной инфекции COVID-19. Проведено масштабирование разработанного процесса. Мас-
штабированная технология позволяет получать до 15-20 мг чистого белка с 1 г влажной биомассы, отвеча-
ющего требованиям, предъявляемым к препаратам, получаемых методами рекомбинантной ДНК

Ключевые слова: химерный белок-носитель, культивирование штамма-продуцента, аффинная хромато-
графия, ион-обменная хроматография

Химерный белок представляет собой рекомбинантный белок, содержащий последовательности ну-
клеокапсидного N-белка  коронавируса SARS-CoV-2 и мальтозосвязывающего белка, и может использо-
ваться в качестве носителя синтетических пептидных антигенов при создании новых пептидных вакцин 
против коронавирусной инфекции. 

Целью работы являлась разработка  и масштабирование процесса получения рекомбинантного бел-
ка-носителя в прокариотической системе - рекомбинантном штамме E.coli KRX/pMBP-6xHis-N_nCoV-2019 [1].  

Процесс получения белка состоит из процессов культивирования штамма-продуцента и выделения 
белка из биомассы, включающего стадии ультразвуковой и ферментативной дезинтеграции клеточных 
стенок, предварительной очистки от эндотоксинов, аффинной и ионообменной хроматографий.   

На стадии разработки лабораторной технологии культивирование рекомбинантного штамма E.coli 
KRX/pMBP-6xHis-N_nCoV-2019  проводили в лабораторном ферментере «Биотрон», Liflus SP вместимостью 
15 л. Для масштабирования процесса использовали ферментер «Биотрон» вместимостью 100 л, реактор 
РВД 350.423 вместимостью 350 л и реактор 205-394 вместимостью 630 л. Содержание белка в биомассе 
определяли методом электрофореза в 12 %-ном полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. От-
носительное содержание белка в клетках оценивали с использованием системы визуализации GelDoc Go 
с ПО Image Lab (Bio-Rad Laboratories, США).

В результате проведенной работы определены оптимальные условия культивирования в жидкой пита-
тельной среде от 10 л до 400 л, получена биомасса с содержанием целевого белка 22-30 %. Выход биомас-
сы составлял 3,4 - 4,3 г с 1 л культуральной жидкости.в ферментере вместимостью 100 л и 3,2-3,6 г с 1 л в 
реакторах вместимостью 350 л и 630 л. 

Клеточные стенки разрушали воздействием ультразвука при 22 кГц, клеточный дебрис отделяли цен-
трифугированием. Дополнительное осветление и частичное освобождение от клеточных эндотоксинов про-
водили, используя для их осаждения жидкий сорбент Амофлок-25, осадок отделяли центрифугированием. 
Осветлённый супернатант, содержащий белок, очищали аффинной хроматографией на IMAC. Доочистку бел-
ка-носителя проводили ионобменной хроматографией на Q- и SP-сефарозе. Для очистки белка от эндотокси-
нов при хроматографии был выбран рН 8,9, при котором заряд белка составляет 5,8. При данном значении 
рН ослабевает связывание положительно заряженного белка с отрицательно заряженными эндотоксинами. 
Для удаления эндотоксинов с поверхности белка проводили промывку сорбировавшегося на катионообмен-
ной смоле белка-носителя буферным раствором, содержащим детергент Tergitol 15-S-9, рН 8,9. 

В результате проведенной работы разработана и масштабирована в 40 раз технология получения и 
очистки химерного белка-носителя пептидных антигенов, содержащего последовательность нуклео-
капсидного N-белка коронавируса SARS-CoV-2. Концентрация белка в полученных сериях составила 15 
- 25 мг/мл. Показано, что разработанная технология позволяет получать до 15-20 мг чистого белка с 1 г 
влажной биомассы.
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DEVELOPMENT OF TECHNOLOGY FOR OBTAINING CHIMERIC ANTIGEN-
CARRIER PROTEIN FOR PEPTIDE VACCINES PRODUCTION
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A scheme for obtaining a highly purified carrier protein of peptide antigens of the vaccine against a new coronavirus 
infection COVID-19 has been worked out. The developed technology has been scaled up. The scaling-up makes it 
possible to obtain up to 15-20 mg of pure protein from 1 g of wet biomass that meets the requirements for drugs 
obtained by recombinant DNA methods.

Key words: chimeric carrier protein, cultivation of producer strain, affinity chromatography, ion exchange 
chromatography

Chimeric protein is a recombinant protein containing sequences of nucleocapsid N-protein of SARS-CoV-2 
coronavirus and maltose-binding protein, and can be used as a carrier of synthetic peptide antigens to develop new 
peptide vaccines against coronavirus infection.

The aim of the work was to develop and scale up the process of obtaining a recombinant carrier protein in 
prokaryotic system - a recombinant strain of E.coli KRX/pMBP-6xHis-N_nCoV-2019 [1].

The process of protein obtaining consists of cultivation a producer strain and protein isolation from biomass 
including the stages of ultrasonic and enzymatic disintegration of cell walls, preliminary purification from endotoxins, 
affinity and ion exchange chromatography.

At the stage of the laboratory technology development, the cultivation of recombinant strain of E.coli KRX/
pMBP-6xHis-N_nCoV-2019 was carried out in a 15 l laboratory Biotron fermenter, Liflus SP. To scale up the process, 
a 100 l Biotron fermenter, a 350 l high pressure reactor, РВД 350.423, and a 630 l high pressure reactor, РВД 205-
394, were used. The content of the protein in biomass was determined by electrophoresis in a 12% polyacrylamide 
gel (PAGE) under denaturing conditions. The relative content of the protein in cells was estimated by use of GelDoc 
Go imaging system with Image Lab software (Bio-Rad Laboratories, USA).

In the course of the work, we determined optimal conditions for cultivation in a liquid nutrient medium from 10 
liters to 400 liters and obtained biomass with the content of target protein of 22-30%. The biomass yield was 3.4 - 
4.3 g per 1 liter of culture fluid in a 100 l fermenter, and 3.2-3.6 g per 1 liter in 350 l and 630 l reactors.

The cell walls were destroyed by exposure to ultrasound at 22 kHz, the cell debris was separated by 
centrifugation. Additional clarification and preliminary purification from cellular endotoxins were carried out with 
use of Amoflok-25 liquid sorbent for their precipitation; the precipitate was separated by centrifugation. The clarified 
supernatant, containing target protein, was purified by affinity chromatography on IMAC. Post-purification of the 
carrier protein was carried out by ion exchange chromatography on Q- and SP-sepharose. To purify the protein 
from endotoxins during chromatography, pH of 8.9 was chosen, at which the protein charge is 5.8. At this pH 
value, binding of a positively charged protein with negatively charged endotoxins weakens. To remove endotoxins 
from the surface of the protein, the carrier protein, sorbed on the cation exchange resin, was washed with a buffer 
solution containing Tergitol 15-S-9 detergent, pH 8,9.

   As a result of the work carried out, a technology for obtaining and purification of a chimeric peptide antigen-
carrier protein containing a sequence of nucleocapsid N-protein of the SARS-CoV-2 coronavirus has been developed 
and expanded fortyfold. The protein concentration in the produced series was 15-25 mg/ml. It has been shown that 
the developed technology makes it possible to obtain up to 15-20 mg of pure protein from 1 g of wet biomass.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПРЕПАРАТОВ ИНТЕРФЕРОНА 
ГАММА ЧЕЛОВЕКА, ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ БИОМАСС РАЗНЫХ ШТАММОВ 
Волосникова Е.А., Есина Т.И., Гогина Я.С., Д.Н. Щербаков,  
Н.В. Волкова, Иванова О.С., Терещенко Т.А., Левагина Г.М., Даниленко Е.Д.

ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, 630559, Россия, НСО, р.п. Кольцово
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Проведена сравнительная оценка эффективности выделения интерферона гамма человека из биомас-
сы рекомбинантного штамма E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2, обеспечивающего конститутивный синтез целевого 
белка в «тельцах включения», и нового рекомбинантного индуцибельного штамма E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ, 
содержащего белок в растворимой форме. Показано, что использование индуцибильного штамма-проду-
цента позволяет увеличить выход целевого белка с 1,5 мг/г до 5 мг/г  и повысить специфическую (проти-
вовирусную) активность  в 20 раз.

Ключевые слова: рекомбинантный интерферон гамма человека, штамм-продуцент, культивирование, 
хроматография, специфическая активность. 

Человеческий интерферон-гамма (ИФН-γ) является белком-цитокином, обладающим широким спек-
тром иммуномодулирующего действия. В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» был сконструирован штамм-продуцент 
ИФН-γ E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2,  разработана схема очистки рекомбинантного белка. Недостатком создан-
ного штамма-продуцента является то, что в состав генетической конструкции был введен триптофановый 
оперон. Кроме того, целевой белок накапливается в клетках в нерастворимой форме, а на стадии ренату-
рации происходит потеря как самого белка, так и его биологической активности. 

 Целью работы было конструирование штамма-продуцента, способного синтезировать целевой белок 
в растворимой форме, и сравнение эффективности выделения и характеристик препаратов ИФН-γ, полу-
ченных из разных штаммов. В ходе работы был получен новый штамм-продуцент ИФН-γ  E. coli BL 21/
pЕТ-IFN-γ, который в структуре генетической конструкции содержит лактозный оперон, позволяющий кон-
тролировать синтез индукцией изопропил-β-D-тиогалактопиранозидом (ИПТГ).

Культивирование рекомбинантного штамма E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2 проводили в полупромышленном фер-
ментере LiFlus SP-100L вместимостью 100 л на среде М-9 с добавками (глюкоза, казаминовые кислоты) и 
тетрациклином. Содержание ИФН-γ согласно результатам электрофоретического анализа в 12 % полиакрила-
мидном геле, составляло 21-27 % от суммы клеточных белков, удельный выход биомассы - 3,7-4,1 г/л. 

Рекомбинантный штамм E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ культивировали в 100 л ферментере на среде LB с ампи-
циллином (100 мкг/мл) при температуре 37º до середины логарифмической фазы роста. Затем темпера-
туру снижали до 25ºС, вносили индуктор синтеза белка и продолжали инкубирование. Накопление белка 
происходило примерно в равной степени как в тельцах включения, так и в растворимой форме, при этом 
содержание целевого белка составляло 32-37 %. Удельный выход биомассы достигал 4,6-5,0 г/л.

Процедура выделения ИФН-γ из биомассы E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2 включала: разрушение биомассы ульт-
развуком; осаждение белков раствором 25 мМ Трис-HCl, 5 мМ ZnCl2, 5мМ CuSO4, pH 7.4; растворение осадка в 
растворе 7М гуанидин хлорида, 25 мМ Трис-HCl, pH 7.5; хроматографии на сефадексе G-75, затем CM-сефарозе 
в растворе 7М мочевины, 25 мМ Трис-HCl, pH 9.5; ренатурации; хроматографии на CM-сефарозе в 25 мМ Na- 
ацетате, pH 5.0. Выход белка составлял 1,5 мг с 1 г биомассы,  чистота 95%, активность ИФН-γ -0,87*105 МЕ/мг.

Выделение ИФН-γ из биомассы E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ включало разрушение биомассы ультразвуком; 
осветление супернатанта, содержащего ИФН-γ в растворимой форме, жидким сорбентом Аммофлок-25; 
каскадную хроматографию на сорбентах Q-сефароза  и SP-сефароза в 20 мМ трис-HCl буфере, рН 8.0. Выход 
целевого белка составил 5 мг с 1 г биомассы, чистота полученного белка -  95 %, активность -17,7*105 МЕ/мг.

Таким образом, сконструирован рекомбинантный индуцибельный штамм E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ, обе-
спечивающий высокий уровень экспрессии ИФН-γ (до 37% от суммарного содержания клеточного белка) 
как в тельцах включения, так и растворимой форме. Показано, что выход целевого белка увеличился по 
сравнению с продуктивностью штамма E. coli MH-1/pIFN-γ-trp2 с 1,5 до 5 мг с 1 г биомассы, при этом спец-
ифическая (противовирусная)  активность белка возрастала в 20 раз.

Работа выполнена в рамках государственного задания, Тема ГЗ-39/21 «Отработка технологии препара-
тивной наработки и очистки рекомбинантных белков».
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF HUMAN INTERFERON-GAMMA 
PREPARATIONS FROM DIFFERENT PRODUCER STRAINS 
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Here, we performed a comparative evaluation of the effectiveness of the isolation of human interferon-gamma 
from the biomass of the recombinant strain of E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2 enabling constitutive synthesis of the target 
protein in the "inclusion bodies", and a new recombinant inducible strain of E. coli BL 21/pET-IFN-γ containing the 
protein in a soluble form. It has been shown that the use of an inducible producer strain can increase the yield of the 
target protein from 1.5 mg/g to 5 mg/g and enhance the specific (antiviral) activity by 20-fold.

Key words: recombinant human interferon-gamma, producer strain, cultivation, chromatography, specific activity

Human interferon-gamma (IFN-γ) is a cytokine protein with a wide spectrum of immunomodulatory effects. 
At the Institute of Medical Biotechnology SRC VB "Vector", an IFN-γ producer strain of E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2 was 
constructed, a scheme for isolation and purification of the recombinant protein was developed. The disadvantage 
of the constructed producer strain is explained by inclusion into the genetic structure a tryptophan operon. In 
addition, the target protein accumulates in cells in an insoluble form, and at the denaturation stage, both the protein 
itself and its biological activity are lost.

The aim of the work was to design a producer strain capable of synthesizing the target protein in a soluble form, 
and to compare the effectiveness of isolation and characteristics of IFN-γ preparations obtained from different strains. 

In the course of the work, a new IFN-γ producer strain of E. coli BL 21/pET-IFN-γ having in its design a lactose 
operon that allows control of the protein synthesis by isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) induction, was 
obtained.

The cultivation of the recombinant strain of E.coli MH-1 /pIFN-trp2 was performed in a semi-industrial fermenter 
LiFlus SP-100 L in M-9 medium with additives (glucose, magnesium sulfate, calcium chloride, casamic acids) and 
tetracycline. The content of IFN-γ in bacterial cells, according to the results of electrophoretic analysis in 12% 
polyacrylamide gel, was 21-27% of the total cellular proteins, the yield of biomass was 3.7-4.1 g/l.

The cultivation of the recombinant strain of E. coli BL 21/pET-IFN-γ was performed in a 100 L fermenter in LB 
medium with ampicillin (100 µg/ml) at a temperature of 37°C up to the middle of the logarithmic growth phase. 
Then the temperature was lowered to 25°C, an inducer of the protein synthesis was added, and incubation was 
continued. The target protein accumulated both in inclusion bodies and in a soluble form. The protein content was 
32-37%, a biomass yield was 4.6-5.0 g/l. 

The procedure for isolation of IFN-γ from E.coli MH-1/pIFN-γ-trp2 biomass included: biomass destruction by 
exposure to ultrasound; precipitation of proteins in 25 mM Tris-HCl, 5 mM ZnCl2, 5 mM CuSO4 solution (pH 7.4); 
dissolution of the precipitate in 7M guanidine chloride, 25 mM Tris-HCl solution (pH 7.5); chromatography on G-75 
sephadex and then on СM-sepharose in 7M urea, 25 mM Tris-HCl solution (pH 9.5); renaturation; chromatography 
on CM-sepharose in 25 mM Na-acetate (pH 5.0). The protein yield was 1.5 mg/1 g of biomass, protein purity - 95%, 
IFN-γ activity was 0.87*105 IU/mg.

Isolation of IFN-γ from E. coli BL 21/pET-IFN-γ biomass included destruction of biomass by exposure to 
ultrasound; clarification of the supernatant containing IFN-γ in a soluble form with Ammoflok-25 liquid sorbent; 
cascade chromatography on Q-sepharose and SP-sepharose in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0). The yield of the 
target protein was 5 mg/1 g of biomass, the purity of the resulting protein was 95%, the activity – 17.7 * 105 IU/mg.

Thus, a recombinant inducible strain of E. coli BL 21/pET-IFN-γ enabling high-level expression of the target 
protein (up to 37% of the total protein content) both in inclusion bodies and in a soluble form was constructed. It 
was shown that the protein yield compared to the strain of E. coli MH1 [pIFN-γ-trp2] increased from 1.5 to 5 mg per 
1 g of biomass, and the specific (antiviral) activity of the protein increased by 20-fold.

The research work carried out within the framework of the State Task 39/21 "Development of the technology 
for preparative production and purification of recombinant proteins".
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Альфа-дефензины человека (Human neutrophil peptides 1-3, HNP1-3) конститутивно вырабатываются имму-
нокомпетентными клетками и защищают от патогенных бактерий. Исследовано влияние низкомолекуляр-
ных биорегуляторов  катехоламина норадреналина и мурамилпептида  на экспрессию HNP1-3. Показано, 
что мурамилпептид восстанавливает уровень  альфа-дефензинов HNP1-3 продуцируемый нейтрофилами 
человека in vitro, сниженный при действии  катехоламина норадреналина. 

Ключевые слова: дефензины, HNP1-3, врожденный иммунитет, норадреналин,  мурамилпептид

Дефензины представляют эволюционно наиболее древнюю систему противоинфекционной защиты, 
которая эффективно противодействует проникновению через эпителиальные поверхности  слизистых 
оболочек и кожных покровов патогенных бактерий, грибов и вирусов. У человека дефензины вырабатыва-
ются эпителиоцитами и клетками иммунной системы,  в основном нейтрофилами, при этом синтез дефен-
зинов  может быть как конститутивным, так и индуцибельным. Стимулирование продукции дефензинов  
индуцируется преимущественно патоген-ассоциированными молекулярными паттернами (РАМР) инфек-
ционных агентов, а также цитокинами через TLR, NLR и цитокиновые рецепторы. 

Мурамилпептиды является фрагментами клеточной стенки всех известных бактерий, который реали-
зует свою биологическую активность через специфическое связывание с NOD2 рецепторами врожденно-
го иммунитета, относящихся к NLR. Мурамилпептиды, воздействуя на клетки иммунной системы и эпите-
лиоциты, стимулирует продукцию цитокинов, иммуноглобулинов и дефензинов. 

Нейтрофилы являются основными факторами острого воспаления, реагирующего на повреждение 
ткани или инфекцию, высвобождая большое количество антимикробных пептидов альфа-дефензинов. 
Наиболее распространенные из этих пептидов, HNP1-3 (человеческие нейтрофильные пептиды 1-3). 
Уменьшение синтеза дефензинов, наблюдающееся при использовании  норэпинефрина (норадреналина) 
для терапии  аллергических заболеваний, способствует ослаблению  антимикробной защиты, присоедине-
нию или  распространению инфекции.

Целью данного исследования было изучение влияния мурамилпептидов на индуцированное норадре-
налином уменьшение продукцию альфа-дефенсинов нейтрофилами человека in vitro.

Нейтрофилы  выделяли из цельной крови 9 здоровых доноров центрифугированием в градиенте плотно-
сти и осмотическим лизисом эритроцитов. Нейтрофилы (1 × 106 клеток / мл) инкубировали в среде RPMI 1640 
(37°С, 5% CO2, 20 ч) с DPBS или 10 мкг/ мл глюкозаминил мурамилпептида (ГМДП), норадреналином (0,1 мкМ). 
По истечении 20 ч в супернатанте методом ИФА (Hycult Biotech) анализировали содержание HNP1-3. 

Исследование влияние норадреналина и ГМДП на индуцированную продукцию альфа-дефензинов 
нейтрофилов in vitro показало, что норадреналин снижает продукцию  альфа-дефенсинов HNP1-3 и их 
транскриптов нейтрофилами в  3,6 [M: 3.3 – 3.8] раза (p <0,05).  В случае культирования нейтрофилов в 
среде с норадреналином и ГМДП, уровень экспрессии HNP1-3 повышался в 4 [M: 3.8 – 4.1]  раза (p <0,09).   

Мурамилпептид восстанавливает уровень  альфа-дефензинов HNP1-3 нейтрофилов человека in vitro, 
сниженный при действии  катехоламина норадреналина. Экспериментальные данные подтверждают по-
лученные ранее данные о том, что, что экспрессия альфа-дефенсинов HNP1-3 регулируется передачей сиг-
налов NLR в нейтрофилах человека.
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Human alpha defensins (Human neutrophil peptides 1-3, HNP1-3) are constitutively produced by immunocompetent 
cells and protect against pathogenic bacteria. The effect of low molecular weight bioregulators catecholamine 
norepinephrine and muramyl peptide on the expression of HNP1-3 was studied. It has been shown that 
muramylpeptide restores the level of alpha-defensins HNP1-3 produced by human neutrophils in vitro, reduced by 
the action of catecholamine norepinephrine.

Key words: defensins, HNP1-3, innate immunity, norepinephrine, muramylpeptide

Defensins are evolutionarily the most ancient system of anti-infective protection, which effectively counteracts 
the penetration of pathogenic bacteria, fungi and viruses through the epithelial surfaces of the mucous membranes 
and skin. In humans, defensins are produced by epitheliocytes and cells of the immune system, mainly neutrophils, 
while the synthesis of defensins can be either constitutive or inducible. Stimulation of defensin production is 
induced predominantly by pathogen-associated molecular patterns (PAMP) of infectious agents, as well as by 
cytokines via TLR, NLR, and cytokine receptors.

Muramyl peptides are fragments of the cell wall of all known bacteria, which realizes its biological activity 
through specific binding to NOD2 receptors of innate immunity related to NLR. Muramylpeptides, acting on cells of 
the immune system and epithelial cells, stimulates the production of cytokines, immunoglobulins and defensins.

Neutrophils are major contributors to acute inflammation in response to tissue injury or infection by releasing 
large amounts of the antimicrobial alpha-defensin peptides. The most common of these peptides, HNP1-3 
(human neutrophil peptides 1-3). The decrease in the synthesis of defensins, observed when using norepinephrine 
(noradrenaline) for the treatment of allergic diseases, contributes to the weakening of antimicrobial protection, the 
attachment or spread of infection.

The aim of this study was to investigate the effect of muramylpeptides on the norepinephrine-induced decrease 
in the production of alpha-defensins by human neutrophils in vitro.

Neutrophils were isolated from whole blood of 9 healthy donors by density gradient centrifugation and osmotic 
lysis of erythrocytes. Neutrophils (1 × 106 cells/mL) were incubated in RPMI 1640 medium (37°C, 5% CO2, 20 h) with 
DPBS or 10 μg/mL glucosaminyl muramyl peptide (GMDP), norepinephrine (0.1 μM). After 20 hours, the content of 
HNP1-3 was analyzed in the supernatant by ELISA (Hycult Biotech).

A study of the effect of norepinephrine and GMDP on the induced production of neutrophil alpha-defensins 
in vitro showed that norepinephrine reduces the production of HNP1-3 alpha-defensins and their transcripts 
by neutrophils by 3.6 [M: 3.3 – 3.8] times (p <0.05). In the case of cultivation of neutrophils in the medium with 
norepinephrine and GMDP, the expression level of HNP1-3 increased by 4 [M: 3.8 – 4.1]  times (p <0,09).  

Muramylpeptide restores the level of alpha-defensins HNP1-3 of human neutrophils in vitro, reduced by the 
action of catecholamine norepinephrine. The experimental data confirm previous findings that the expression of 
HNP1-3 alpha-defensins is regulated by NLR signaling in human neutrophils.
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В ходе исследования были синтезированы новые производные 2’,3’-дидезокси-3’-тиацитидина (ЗТС) на ос-
нове 1,3-дипальмитоилглицерина, модифицированные по фосфорному центру рядом эфиров L-аланина. 
Часть конъюгатов проявила выоскую анти-ВИЧ-активность и низкую цитотоксичность.

Ключевые слова: анти-ВИЧ-нуклеозиды, пролекарства, глицеролипиды

Обратная транскриптаза (ОТ) является ключевым ферментом-мишенью в блокировании репликации 
ВИЧ и отвечает за трансформацию генома одноцепочечной РНК в двухцепочечную ДНК. Важное место 
в схемах антиретровирусной терапии занимают нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы 
(НИОТ). Разработка и модификация уже существующих НИОТ по-прежнему является важной задачей ме-
дицинской химии, работа в этой области позволит создать новые препараты с улучшенной эффективно-
стью, селективностью и фармакокинетическими свойствами [1].

Будущее развитие антиретровирусных схем лечения может опираться на использование липидного 
пролекарственного подхода, что позволяет нуклеозидному препарату включаться в метаболизм липидов 
и тем самым направленно достигать лимфатической системы [2].

Поэтому целью данной работы является получение и исследование свойств глицеролипидных про-
изводных 2’,3’-дидезокси-3’-тиацитидина (3ТС), модифицированных по фосфорному центру эфирами 
L-аланина.

По методу [3] были синтезированы глицеролипидные производные 2’,3’-дидезокси-3’-тиацитидина 
(3ТС), в которых связывание молекулярных фрагментов осуществлялось с помощью функциональных 
фосфорных связей. Для повышения стабильности и влияния на ингибирующую активность целевых сое-
динений были разработаны амидофосфаты на основе полученных конъюгатов 2’,3’-дидезокси-3’-тиацити-
дина с эфирами L-аланина [4].

Проведены исследования кинетики гидролиза синтезированных соединений в различных буферных 
растворах, моделирующих рН физиологических сред. Кинетика процессов показала, что время половинно-
го гидролиза данных веществ более 20 ч. При изучении ферментативного гидролиза данных пролекарств 
in vitro под действием панкреатической липазы свиньи время половинного гидролиза составило 0.5 мин. 
Это может позволить имитировать природные аналоги таких глицеролипидных соединений.

Исследование цитотоксичности соединений на клеточной линии МТ-4 показало, что большинство 
конъюгатов являются малотоксичными. Результаты определения антивирусной активности серии конъю-
гатов в инфицированных ВИЧ-1 клетках МТ-4 показали, что наибольшую ингибирующую активность проя-
вило соединение, содержащие трет-бутиловый эфир L-аланина, значение EC50 составило ~25.5 мкМ. 

Описанные в работе соединения обладают высокой анти-ВИЧ-активностью и имеют потенциал даль-
нейшего использования в качестве новых противовирусных терапевтических агентов.

Исследование выполнено при поддержке Министерства науки и высшего образования Российской 
Федерации (проект № 0706-2020-0019).
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In the course of the study, new derivatives of 2’,3’-dideoxy-3’-thiacytidine (3TC) based on 1,3-dipalmitoylglycerin 
were synthesized, modified at the phosphorus center with a number of L-alanine esters. Some of the conjugates 
showed significant antiretroviral activity and low cytotoxicity.
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Reverse transcriptase (RT) as a key target enzyme in blocking HIV replication is responsible for the transformation 
of the single-stranded RNA genome into double-stranded DNA. Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) 
occupy an important place in the schemes of antiretroviral therapy. The development and modification of existing 
NRTIs is still an important task of medical chemistry, work in this area will allow the creation of new drugs with 
improved efficacy, selectivity and pharmacokinetic properties [1].

The future development of antiretroviral treatment regimens may be based on the use of a lipid prodrug 
approach, which allows the nucleoside drug to be included in lipid metabolism and thereby directly reach the 
lymphatic system [2].

Therefore, the purpose of this work is to obtain and study the properties of glycerolipid derivatives of 
2’,3’-dideoxy-3’-thiacytidine (3TS) modified by the phosphorus center with L-alanine esters.

By method [3] were synthesized of glycerolipid derivatives of 2’,3’-dideoxy-3’-thiacytidine (3TC) where the 
fragments of the molecules were connected via a functional phosphorous linkages. To increase the stability 
and influence on the inhibitory activity of the target compounds have been developed of their phosphoramidate 
derivatives with amino acid esters [4].

Сonducted studies of the kinetics of hydrolysis of synthesized compounds in various buffer solutions that 
simulate the pH of physiological media. The kinetics of the processes showed that the hydrolysis half-time for 
these molecules exceeded 20 h. When investigating the enzymatic hydrolysis of these prodrugs by the porcine 
pancreatic lipase in vitro, the hydrolysis half-time was 30 s. This can mimic the metabolic pathways of natural 
glycerolipid compounds.

A study of the cytotoxicity of compounds on the MT-4 cell line showed that most conjugates are low-toxic. The 
results of determining the antiviral activity of a series of conjugates in HIV-1 infected MT-4 cells showed that the 
compound containing L-alanine tert-butyl ester showed the greatest inhibitory activity, EC50 ~25.5 μM.

The compounds described in the work have high anti-HIV activity and have the potential for further use as new 
antiviral therapeutic agents.

This study was supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation (project 
no. 0706-2020-0019).
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Получены полиэлектролитные комплексы (ПЭК) L-аспарагиназ Erwinia carotovora (EwA) и Rhodospirillum 
rubrum (RrA) с хитозаном, хитозан-ПЭГ, хитозан-гликолем и полиэтиленимином (ПЭИ). Для ПЭК RrA с по-
ликатионами наблюдалось увеличение удельных активностей. Для ПЭК EwA активность снижалась. ПЭК 
EwA с поликатионами оказались более термостабильны по сравнению с нативным ферментом, для ПЭК 
RrA термостабильность снижалась.

Ключевые слова: L-аспарагиназа; Rhodospirillum rubrum; Erwinia carotovora; полиэлектролитные ком-
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Бактериальные L-аспарагиназы являются ферментами, катализирующие гидролиз L-аспарагина до 
L-аспарагиновой кислоты и аммиака. Данные ферменты применяются для лечения некоторых типов 
лейкозов, в частности, для лечения острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ). Одним из применяемых на 
практике препаратов на данный момент является L-аспарагиназа Erwinia carotovora (EwA). Другим перспек-
тивным ферментом для лечения может стать L-аспарагиназа Rhodospirillum rubrum (RrA), которая облада-
ет высокой противоопухолевой активностью. Однако, данные ферменты имеют смещенный в щелочную 
область pH оптимум, недостаточную стабильность и могут вызывать иммунный ответ организма. Данные 
факторы ограничивают эффективность их применения в терапии. Поэтому для создания более эффектив-
ного препарата с улучшенными свойствами применяются различные методы модификации ферментов с 
помощью полимеров. В частности, ранее в нашей лаборатории было изучено, что сополимеры на основе 
хитозана улучшают каталитические свойства и стабильность EwA [1].

В работе были получены ПЭК EwA и RrA c хитозаном (ММ 7 кДа), хитозан-ПЭГ и хитозан-гликоль (72 кДа) 
и линейным полиэтиленимином (30-40 кДа). Данные полиэлектролиты различаются составом и молекуляр-
ной архитектурой. Модификация хитозана с помощью ПЭГ позволяет получить сополимер с варьируемым 
количеством свободных аминогрупп, что оказывает влияние на общий положительный заряд полученного 
сополимера в растворе, а также на распределение заряда на поверхности фермента при образовании ПЭК. 
Активность полученных ПЭК изучали методом КД-спектрометрии.

Было обнаружено, что выбранные полиэлектролиты по-разному влияют на L-аспарагиназы: значи-
тельное (до 30%) увеличение активности наблюдалось для ПЭК RrA-ПЭИ. У ПЭК RrA с хитозан-ПЭГ и хи-
тозан-гликолем активность увеличивалась, но незначительно. Активность с хитозаном снижалась на 10-
15 %. Для EwA активность ПЭК со всеми поликатионами снижалась на 20-35 %. Вероятно, такое различие 
может быть связано с разным поверхностным зарядом у EwA и RrA и эффективностью взаимодействия  

с полиэлектролитами. Поликатионы могут влиять на олигомерный состав фермента, изменяя  межсубъеди-
ничные взаимодействия, а также на связывание с субстратом вблизи активного центра. Данные факторы 
могут приводить как к снижению, так и к увеличению каталитической активности фермента. Изменение 
активности может быть непосредственно связано с изменением pH оптимума фермента. Для ряда ПЭК 
наблюдался сдвиг pH оптимума в более кислую область. Так, для ПЭК EwA с хитозаном pH оптимум актив-
ности фермента резко сместился с 8.5 до 6,5 – 7.0. Резкий сдвиг pH-оптимума ПЭК обусловлен основным 
характером хитозана по сравнению с хитозан-ПЭГ, у которого часть аминогрупп хитозана ПЭГилирована. 
Данные по термостабильности полученных комплексов показали, что используемые поликатионы оказы-
вают разное влияние на устойчивость к термоденатурации изучаемых L-аспарагиназ. ПЭК RrA с упомяну-
тыми поликатионами оказались менее стабильными после инкубации при 53 0С, чем нативная RrA. ПЭИ 
оказывал дестабилизирующее действие как на EwA, так и на RrA, что говорит о том, что сильноосновные 
поликатионы могут нарушать стабильность белковой глобулы при повышенных температуре и приводить 
к потере активности фермента. Для EwA константа инактивации (kin)  после инкубации при 45 0С для ПЭК 
с хитозаном существенно снижалась (0.045 мин-1) по сравнению с нативным ферментом (0.07 мин-1). Для 
ПЭК с хитозан-гликолем kin также снижалась на 40 %. Таким образом, сополимеры хитозана оказывают 
стабилизирующее влияние на EwA.

Работа выполнена с использованием оборудования (ИК-Фурье-спектрометр Bruker Tensor 27 (Герма-
ния) и Jasco J-815 CD Spectrometer) по программе развития МГУ.
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Polyelectrolyte complexes (PEC) of L-asparaginases Erwinia carotovora (EwA) and Rhodospirillum rubrum (RrA) with 
chitosan, chitosan-PEG, chitosan-glycol and polyethyleneimine (PEI) were obtained. For RrA PECs with polycation, 
an increase in specific activities was observed. For EwA PECs, the activity decreased. EwA PECs with polycation 
were more thermostable compared to the native enzyme; for RrA PECs, the thermostability decreased.
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Bacterial L-asparaginases are enzymes that catalyze the hydrolysis of L-asparagine to L-aspartic acid and 
ammonia. These enzymes are used to treat certain types of leukemia, particularly acute lymphoblastic leukemia 
(ALL). One of the drugs currently used in practice is Erwinia carotovora L-asparaginase (EwA). Another promising 
enzyme for treatment could be Rhodospirillum rubrum L-asparaginase (RrA), which has high antitumor activity. 
However, these enzymes have a pH optimum shifted to the alkaline region and may not be sufficiently stable at 
elevated temperatures. These factors affect the effectiveness of their use in therapy. Therefore, various methods 
of enzyme modification using polymers are used to create a more effective drug with improved properties. In 
particular, earlier in our laboratory it was studied that chitosan-based copolymers improve the catalytic properties 
and stability of EwA [1].

PECs EwA and RrA with chitosan (MM 7 kDa), chitosan-PEG and chitosan-glycol (72 kDa) and linear 
polyethyleneimine (30-40 kDa) were obtained. These polyelectrolytes differ in composition and molecular architecture. 
Modification of chitosan with PEG makes it possible to obtain a copolymer with varying amounts of free amino 
groups, which affects the total positive charge of the resulting copolymer in solution as well as the charge distribution 
on the enzyme surface during PEC formation. The activity of the obtained PECs was studied by CD-spectrometry.
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It was found that the selected polyelectrolytes had different effects on L-asparaginases: a significant (up to 30%) 
increase in activity was observed for RrA-PEI PECs. RrA PECs with chitosan-PEG and chitosan-glycol had increased 
activity, but not significantly. Activity with chitosan decreased by 10-15%. For EwA, PEC activity with all polycations 
decreased by 20-35 %. Probably, this difference can be attributed to the different surface charge of EwA and RrA and 
the efficiency of interaction with polyelectrolytes. Polycations can affect the oligomeric composition of the enzyme 
by changing the inter-subunit interactions as well as the binding to the substrate near the active center. These factors 
can either decrease or increase the catalytic activity of the enzyme. Changes in activity can be directly related to 
changes in the pH optimum of the enzyme. For a number of PECs, a shift in the pH optimum to a more acidic region 
was observed. For example, for EwA PECs with chitosan, the pH optimum of the enzyme activity shifted sharply 
from 8.5 to 6.5 to 7.0. The sharp shift in the pH optimum of PEC is due to the basic nature of chitosan compared to 
chitosan-PEG, in which part of the amino groups of chitosan is PEGylated. Data on the thermostability of the obtained 
complexes showed that the polycations used have different effects on the resistance to thermodenaturation of the 
studied L-asparaginases. PECs of RrA with the mentioned polycation were less stable after incubation at 53 0C 
than native RrA. PEI had a destabilizing effect on both EwA and RrA, suggesting that strongly basic polycations can 
disrupt protein globule stability at elevated temperatures and lead to loss of enzyme activity. For EwA, the inactivation 
constant (kin) after incubation at 45 0C for PECs with chitosan was significantly reduced (0.045 min-1) compared with 
the native enzyme (0.07 min-1). For PECs with chitosan-glycol, kin also decreased by 40 %. Thus, chitosan copolymers 
have a stabilizing effect on EwA.

The work was performed using equipment (Bruker Tensor 27 FTIR spectrometer (Germany) and Jasco J-815 
CD Spectrometer) under the MSU development program.
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Был осуществлен синтез новых производных α-липоевой кислоты (α-ЛК) с глутатионом для повышения 
терапевтического их действия, защиты от биодеградации и пролонгированного высвобождения данных 
субстанций.

Ключевые слова: антиоксиданты, конъюгаты, α-липоевая кислота, глутатион.

В настоящее время цереброваскулярные заболевания являются наиболее распространенными форма-
ми патологии ЦНС, вследствие чего активно изучаются патофизиологические механизмы и идентифициру-
ются природные или синтетические соединения, эффективно применяющиеся при профилактике и терапии 
данных патологий. К основным патогенетическим механизмам ишемии головного мозга относят: воспа-
лительные реакции, возникновение и прогрессирование окислительного стресса, микроциркуляторные 
нарушения, снижение мозгового кровотока, деструкция ГЭБ и др. Сильно токсичные гидроперекиси, обра-
зующиеся в процессе ПОЛ и АФК, разрушают клеточную мембрану и структуру клетки. Усугубляет ишемиче-
ский процесс также и образование эйкозаноидов, вызывающих агрегацию форменных элементов крови[1]. 
Вследствие этого возникает необходимость направленного фармакологического действия на процессы об-
разования свободных радикалов и разработки лекарственных препаратов с антиоксидантным действием, 
препятствующих агрегации тромбоцитов, чтобы защитить нейроны от воздействия факторов патологии 
ЦНС. Наиболее перспективными антиоксидантами являются α-липоевая кислота (α-ЛК) и глутатион.

α-Липоевая кислота является мощным антиоксидантам, способным восстанавливать за счет окис-
лительно-восстановительного цикла другие антиоксиданты, такие как витамины С и Е, повышать внутри-
клеточный уровень глутатиона, защищать клетки и жирные кислоты от окислительного повреждения, 
предотвращать перекисное окисление липидов (ПОЛ) и образование активных форм кислорода (АФК). 
Однако активность молекулы α-ЛК ограничена такими критическими факторами, как низкая раствори-
мость, быстрое связывание с белками и биодеградация под действием разных ферментов при попада-
нии в организм [2]. Глутатион, основной низкомолекулярный антиоксидант, играет важную роль в клет-
ках, включая защиту тиоловых групп белков от окислительного повреждения и нейтрализацию активных 
форм кислорода. Система глутатиона, связывает свободные радикалы, восстанавливает продукты ПОЛ, 
белков, нуклеиновых кислот и выводит их из организма в виде нетоксичных соединений. Было показа-
но, что нарушение окислительно-восстановительного гомеостаза, связанное со снижением концентрации 
глутатиона в клетках, приводит к воспалительным процессам, что стимулирует разработку новых лекар-
ственных препаратов на основе глутатиона и его производных [3].

Вследствие этого целью работы является создание конъюгатов α-ЛК с глутатионом и наночастиц на 
их основе для солюбилизации α-ЛК в водных растворах, ее пролонгированного высвобождения и защиты 
от биодеградации при попадании в организм.  Данные амфифильные производные могут обладать высо-
ким биологическим действием как в клеточной мембране за счет наличия липофильных остатков ЛК, так 
и в цитоплазме. 

Синтез производных α-липоевой кислоты с глутатионом осуществлялся двумя путями. Первый вари-
ант синтеза заключался в получении конъюгата α-ЛК с глутатионом первоначальной этерификацией по 
Стеглиху спейсерной молекулы и α-ЛК при каталитическом действии 4-диметиламинопиридина и 1,3-ди-
циклогексилкарбодиимида с последующим взаимодействием образовавшего продукта монозамещения 
с защищенным глутатионом в аналогичных условиях. Другой путь синтеза заключался в образовании 
амидного конъюгата α-ЛК и глутатиона при взаимодействии N-гидроксисукцинимидного эфира α-ЛК и за-
мещенного глутатиона.

Целевые соединения очищали методом колоночной и флэш-хроматографии. Структуры всех синте-
зированных соединений были подтверждены методом 1Н-ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии. 
Дальнейшее удаление защитных групп полученных конъюгатов и разработка нанодисперсий на их основе 
может привести к получению препаратов с высоким антиоксидантным действием.

Работа выполнена в рамках гос. задания (№ гос. регистрации 122051600109-5).
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Synthesis of new derivatives of α-lipoic acid (α-LA) with glutathione was carried out to increase their therapeutic 
effect, protect against biodegradation and prolonged release of α-LA and glutathione from the obtained compounds 
these substances.
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Currently, cerebrovascular diseases are the most common forms of CNS pathology, as a result of which 
pathophysiological mechanisms are actively studied and natural or synthetic compounds are identified that are 
effectively used in the prevention and/or treatment of pathologies. The main pathogenetic mechanisms of cerebral 
ischemia include: inflammatory reactions, occurrence and progression of oxidative stress, microcirculatory 
disorders, decrease in cerebral blood flow, destruction of BBB, etc. Highly toxic hydroperoxides formed in the 
process of POL and ROS destroy the cell membrane and cell structure. The formation of eicosanoids, which cause 
aggregation of shaped blood elements [1]. As a result, there is a need for directed pharmacological action on the 
formation of free radicals and the development of drugs with antioxidant effects that prevent platelet aggregation 
in order to protect neurons from the effects of CNS pathology factors. The most promising antioxidants are α-lipoic 
acid (α-LA) and glutathione.

α-Lipoic acid is a powerful antioxidant, that can restore other antioxidants such as vitamins C and E through 
the redox cycle, increase intracellular glutathione levels, protect cells and fatty acids from oxidative damage, 
prevent lipid peroxidation and the formation of reactive oxygen species (ROS). However, the activity of α-LA 
molecules is limited by such critical factors as low solubility, rapid protein binding, and biodegradation by various 
enzymes upon ingestion [2]. Glutathione, the major low-molecular-weight antioxidant, plays important roles in 
cells, including protecting the thiol groups of proteins from oxidative damage and neutralizing reactive oxygen 
species. The glutathione system binds free radicals, restores the products of lipid peroxidation, proteins, nucleic 
acids and removes them from the body in the form of non-toxic compounds. It has been shown that a violation of 
redox homeostasis associated with a decrease in the concentration of glutathione in cells, leads to inflammatory 
processes, which stimulates the development of new drugs based on glutathione and its derivatives [3]. 

Therefore, the purpose of this research work is to obtain conjugates of α-LA with glutathione and nanoparticles 
based on them for the solubilization of α-LA in aqueous solutions, its prolonged release and protection from 
biodegradation when it enters the body. These amphiphilic derivatives can have a high biological effect both in the 
cell membrane due to the presence of lipophilic residues of α-LA and in the cytoplasm. 

The synthesis of new derivatives α-lipoic acid with glutathione and was carried out in two ways. The first variant 
synthesis consisted in the obtaining of an α-LA conjugate with glutathione by initial Steglich esterification of the 
spacer molecule and α-LA by the catalytic action of 4-dimethylaminopyridine and 1,3-dicyclohexylcarbodiimide, 
followed by the reaction of the resulting monosubstitution product with protected glutathione under analogous 
conditions. Another synthesis route involved the formation of an amide conjugate of α-LA and glutathione by the 
interaction of N-hydroxysuccinimide ester of α-LA and substituted glutathione.

Target compounds were purified by column and flash chromatography. The structures of all synthesized 
compounds were confirmed by 1H-NMR spectroscopy and mass spectrometry. Further removal of the protective 
groups of the resulting conjugates and the development of nanodispersions based on them can lead to the 
production of drugs with a high antioxidant effect.

This work was performed within the State Assignment (State Registration no. 122051600109-5).
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ГЕТЕРОЛОГИЧНАЯ ЭКСПРЕССИЯ БИСПЕЦИФИЧЕСКОГО ГИБРИДНОГО 
БЕЛКА SRH-DR5-B С АФФИННОСТЬЮ К РЕЦЕПТОРАМ VEGFR2 И DR5 
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Исакова А.А., Яголович А.В., Артыков А.А., Воронцова Е.В., Долгих Д.А., Гаспарян М.Э.

Институт биоорганической химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, Россия
117997 г. Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10
e-mail: anneyagolovich@gmail.com

Разработана методика экспрессии биспецифического гибридного белка SRH-DR5-B путем аутоиндукции в 
штамме E. coli BL21(DE3)pLys. Новая методика позволяет получить высокие количества активного целе-
вого белка из растворимой клеточной фракции, при этом отличается технологической простотой и эконо-
мичностью. 

Ключевые слова: TRAIL; DR5; E. coli; экспрессия; аутоиндукция.

Ранее мы разработали технологию получения рекомбинантных белков на основе противоопухолевого 
цитокина TRAIL в высокопроизводительном штамме E. coli SHuffle B [1]. На основе DR5-специфичного мутант-
ного варианта цитокина TRAIL DR5-B, который специфически связывается с рецептором смерти DR5, нами 
был разработан новый рекомбинантный гибридный белок SRH-DR5-B, содержащий пептид SRHTKQRHTALH 
на N-конце DR5-B, обладающий антиангиогенными свойствами благодаря аффинности к рецептору VEGFR2. 
Экспрессия белка SRH-DR5-B была исследована в штаммах E. coli SHuffle B, BL21(DЕ3) и BL21(DE3)pLysS дву-
мя способами: путем индукции экспрессии активатором Т7-промотора ИПТГ, а также путем аутоиндукции 
[2]. При индукции с помощью ИПТГ во всех штаммах наблюдался высокий уровень экспрессии гибрид-
ного белка SRH-DR5-B. Однако, несмотря на то, что ранее было описано, что штамм E. coli SHuffle B может 
применяться для экспрессии белков путем аутоиндукции [3], в наших экспериментах экспрессия целевого 
белка при аутоиндукции в данном штамме практически отсутствовала. Максимальный уровень экспрессии 
целевого белка путем аутоиндукции наблюдался в штамме E. coli BL21(DE3)pLys: при меньшей оптической 
плотности клеток он был сопоставим с уровнем экспрессии при индукции ИПТГ в штамме E. coli SHuffle B, 
при этом сократилась стоимость и количество стадий биотехнологического процесса. 

Содержание целевого белка в растворимой цитоплазматической фракции при экспрессии путем ау-
тоиндукции в штамме E. coli BL21(DE3)pLys было не меньше, чем при индукции ИПТГ в штамме SHuffle B, 
специально предназначенном для улучшения растворимости экспрессируемых белков. Гибридный белок 
SRH-DR5-B очищали из растворимых клеточных фракций BL21(DE3)pLys и SHuffle B методами металл-аф-
финной и ионообменной хроматографии. В результате был достигнут сопоставимый выход целевого белка 
SRH-DR5-B (22 мг и 24 мг из 200 мл ночных культур E. coli BL21(DE3)pLys и SHuffle B, соответственно). По 
результатам гель-фильтрационной хроматографии, оба препарата были гомогенны и состоят из тример-
ных молекул. 

Высокая аффинность гибридного белка SRH-DR5-B, полученного путем экспрессии в разных штаммах 
E. сoli, к рецепторам DR5 и VEGFR2 была подтверждена методом иммуноферментного анализа. Биологи-
ческая активность гибридного белка SRH-DR5-B была исследована с помощью WST-1-теста на различных 
линиях опухолевых клеток. Независимо от экспрессионного штамма E. coli, SRH-DR5-B эффективно уби-
вал клетки колоректальной карциномы HCT116 и глиобластомы U-87 и T98G. При этом эффективная доза 
(ED50) SRH-DR5-B была в несколько раз ниже по сравнению с DR5-B.

В результате работы была разработана новая эффективная методика экспрессии противоопухолевого 
гибридного белка SRH-DR5-B путем аутоиндукции в штамме E. coli BL21(DE3)pLyS, позволяющая получить 
высокие количества активного белка в растворимой фракции и при этом отличается технологической про-
стотой и экономичностью затрат времени и ресурсов.  

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 21-14-00224, https://rscf.ru/
project/21-14-00224/. 
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HETEROLOGOUS EXPRESSION BY AUTOINDUCTION OF THE BISPECIFIC 
FUSION PROTEIN SRH-DR5-B WITH AFFINITY FOR VEGFR2 AND DR5 
RECEPTORS 
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A technique for the expression of the bispecific fusion protein SRH-DR5-B by autoinduction in the E. coli strain 
BL21(DE3)pLys has been developed. The new technologically simple and economical technique allows to obtain 
high amounts of active target protein from a soluble cell fraction.

Key words: TRAIL; DR5; E. coli; expression; autoinduction.

Previously, we have developed a technology for production of the recombinant proteins based on the antitumor 
cytokine TRAIL in a highly productive E. coli strain SHuffle B [1]. Also, we have developed a new recombinant fusion 
protein SRH-DR5-B containing the SRHTKQRHTALH peptide at the N-terminus of DR5-specific TRAIL mutant variant 
DR5-B, which specifically binds to the DR5 death receptor and has antiangiogenic properties due to the affinity for 
the VEGFR2 receptor. The expression of the SRH-DR5-B protein was studied in E. coli strains SHuffle B, BL21(DE3), 
and BL21(DE3)pLysS in two ways: by induction of expression with the activator of T7 promoter IPTG, and also by 
autoinduction [2]. Upon IPTG induction, a high level of the SRH-DR5-B fusion protein expression was observed in 
all strains. However, despite that it was previously described that the E. coli strain SHuffle B is suitable for protein 
expression by autoinduction [3], in our experiments there was fairly no target protein expression by autoinduction in 
this strain. The maximal target protein expression level by autoinduction was observed in the E. coli strain BL21(DE3)
pLys: at a lower cell optical density, it was comparable to the expression level by IPTG induction in the E. coli strain 
SHuffle B, with the reduced cost and steps of the biotechnological process. 

The target protein content in the soluble cell fraction upon expression by autoinduction in the E. coli strain 
BL21(DE3)pLys was as high as upon IPTG induction in the E. coli strain SHuffle B, which is specially designed 
to improve the solubility of the expressed proteins. The fusion protein SRH-DR5-B was purified from the soluble 
cell fractions of E. coli strains BL21(DE3)pLys and SHuffle B by metal affinity and ion-exchange chromatography. 
As a result, a comparable yield of the target protein SRH-DR5-B was achieved (22 mg and 24 mg from 200 ml of 
overnight cultures of E. coli strains BL21(DE3)pLys and SHuffle B, respectively). According to the size-exclusion 
chromatography, both preparations were homogeneous and consisted of trimeric molecules.

The high affinity of the SRH-DR5-B fusion protein, obtained by expression in different E. coli strains, for DR5 and 
VEGFR2 receptors was confirmed by ELISA. The biological activity of the SRH-DR5-B fusion protein was studied by 
the WST-1 assay in various tumor cell lines. Regardless of the E. coli expression strain, SRH-DR5-B effectively killed 
colorectal carcinoma HCT116 and glioblastoma U-87 and T98G cells. Also, the SRH-DR5-B effective dose (ED50) 
was several times lower than that of DR5-B.

As a result, a new effective technologically simple and economical technique for the expression of the antitumor 
fusion protein SRH-DR5-B by autoinduction in the E. coli strain BL21(DE3)pLyS was developed, which allows to 
obtain high amounts of the active target protein in the soluble cell fraction.

The research was funded by Russian Science Foundation grant No. 21-14-00224, https://rscf.ru/
project/21-14-00224/.
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ВЫЯВЛЕНИЕ СРОКОВ РАЗВИТИЯ БЕТА-АМИЛОИД ИНДУЦИРОВАННОЙ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА У КРЫС
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В данной работе был выявлен оптимальный срок развития признаков бета-амилоид индуцированной бо-
лезни Альцгеймера с помощью поведенческих тестов. Было показано, что значимые ухудшения когнитив-
ных функций у самцов наблюдаются через 8 недель после введения пептида бета-амилоида. 

Ключевые слова: моделирование болезни Альцгеймера; бета-амилоид; тест открытого поля; тест пассив-
ного избегания; водный лабиринт Морриса.

На сегодняшний день лечение болезни Альцгеймера (БА) является актуальной задачей биомедицины и 
нейробиологии. Основными симптомами БА являются прогрессирующая потеря памяти и дезориентация 
в пространстве, а патоморфологическими признаками являются отложение бета-амилоида и тау-белка в 
головном мозге, и как следствие - гибель большого числа функциональных нейронов [1]. Существующие 
терапевтические подходы не позволяют добиться выздоровления пациентов, а способны лишь замед-
лить нейродегенерацию и облегчить симптомы болезни. Таким образом, для поиска и оценки различных 
стратегий лечения необходимы исследования на лабораторных животных. Для этих целей проводят сте-
реотаксическое моделирование БА. Существует множество протоколов для моделирования болезни Аль-
цгеймера на грызунах, однако нет однозначных данных о сроках развития признаков заболевания. Таким 
образом, целью данного исследования стало определить сроки развития бета-амилоид индуцированной 
болезни Альцгеймера у крыс.

В исследовании были использованы самцы крыс линии Вистар в возрасте 6 месяцев (n=30). Синтети-
ческий крысиный бета-амилоид (2,5 нмоль) вводили в объеме 5 мкл в оба полушария в область гиппокам-
па. Для сравнения были использованы интактные крысы и животные, которым вводили PBS в объеме 5 
мкл. Для выявления признаков болезни Альцгеймера были проведены следующие тесты: открытое поле, 
узнавание предметов, У-лабиринт, пассивное избегание и водный лабиринт Морриса. Тесты проводили 
через 4 недели после введения бета-амилоида и в течение последующих 4 недель. Для оценки и обработ-
ки данных, полученных после тестов, проводили статистический анализ в программах GraphPad Prism 8, 
Statistica.

Показано, что значимые ухудшения показателей в У-лабиринте и водном лабиринте Морриса наблюда-
лись через 8 недель после введения бета-амилоида самцам в возрасте 6 месяцев, тогда как в контрольной 
группе и группе PBS не наблюдалось каких-либо нарушений.

Выявленные нарушения могут свидетельствовать о потере интереса у животных, нарушению памяти 
и дезориентации в пространстве. Эти процессы являются основными симптомами БА, наблюдаемыми 
у пациентов. Таким образом, при стереотаксическом введении бета-амилоида в гиппокамп признаки БА 
проявляются уже через 8 недель. Данная модель может быть рекомендована для дальнейшего изучения 
терапевтических препаратов при лечении болезни Альцгеймера.

Работа выполнена при поддержке РНФ (грант № 22-1500141).

Литература

1. � Solis E.Jr., Hascup K.N., Hascup E.R. Alzheimer's Disease: The Link Between Amyloid-β and Neurovascular 
Dysfunction // J. Alzheimer’s Dis. – 2020. – Vol. 76, № 4. – P. 1179-1198. 



БИОТЕХНОЛОГИЯ И МЕДИЦИНА
НАНОБИОТЕХНОЛОГИИ В МЕДИЦИНЕ

BIOTECHNOLOGY AND MEDICINE
NANOBIOTECNOLOGY IN MEDICINE

52 53Международный конгресс: Биотехнология: состояние и перспективы развития International Congress: Biotechnology: state of the art and perspectives31 октября – 1 ноября 2022 | Москва 31 October – 01 November, 2022 | Moscow

UDC 57.084.1  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-51-52

IDENTIFICATION OF THE TIMING OF THE DEVELOPMENT OF BETA-
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In this study, we identified the optimal time frame for the development of signs of beta-amyloid-induced Alzheimer's 
disease using behavioral tests. It was shown that significant cognitive impairments  in males were observed 8 
weeks after injection of the beta-amyloid peptide. 

Key words: Alzheimer's disease modeling; amyloid beta; open field test; passive avoidance test; Morris water 
maze.

Today, the treatment of Alzheimer's disease (AD) is an urgent task in biomedicine and neuroscience. The main 
symptoms of AD are progressive memory loss and disorientation in space, and pathomorphologic signs are the 
deposition of beta-amyloid and tau protein in the brain, and as a consequence, the death of a large number of 
functional neurons [1]. Existing therapeutic approaches do not allow patients to recover, but can only slow down 
neurodegeneration and ease the symptoms of the disease. Thus, laboratory animal studies are needed to find and 
evaluate different treatment strategies. For these purposes, stereotactic modeling of AD is performed. There are 
many protocols for modeling Alzheimer's disease in rodents, but there is no definitive data on the timing of the 
development of illness signs. Thus, the aim of this study was to determine the timing of the development of beta-
amyloid-induced Alzheimer's disease in rats.

Male Wistar rats aged 6 months (n=30) were used in the study. Synthetic rat beta-amyloid (2.5 nmol) was 
injected in a volume of 5 µl in both hemispheres in the hippocampal region. For comparison, we used intact rats 
and animals that were injected with PBS in a volume of 5 µl. To detect signs of Alzheimer's disease, the following 
tests were performed: open field, object recognition, Y-maze, passive avoidance test and Morris water maze. Tests 
were performed 4 weeks after administration of beta-amyloid and for the next 4 weeks. To evaluate and process 
the data obtained after the tests, statistical analysis was performed in GraphPad Prism 8 and Statistica programs.

It was shown that significant deterioration of indicators in the Y-maze and the Morris water maze was observed 
on 8 weeks after injection of beta-amyloid to males aged 6 months, while no violations were observed in the control 
group and the PBS group.

The detected disorders may indicate a loss of interest in the animal, memory impairment, and disorientation 
in space. These processes are the main symptoms of AD observed in patients. Thus, with stereotactic injection of 
beta-amyloid into the hippocampus signs of AD appear after 8 weeks. This model can be recommended for further 
study of therapeutic drugs in the treatment of Alzheimer's disease.

This work was supported by the Russian Science Foundation (grant No. 22-1500141).
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Исследовано влияние двух производных β-циклодекстрина на взаимодействие фторхинолона левофлок-
сацина с липидным бислоем (липосомами) и клеточными мембранами бактерий L. fermentum и E. coli. 
Обнаружено, что комплексообразование левофлоксацин-циклодекстрин усиливает адсорбцию препарата 
на грамотрицательные клетки. 

Ключевые слова: левофлоксацин; липосомы; адсорбция; E.coli; L. fermentum

Инфекционные заболевания представляют собой серьёзную угрозу для здоровья человека. Антибак-
териальные препараты занимают одну из главных позиций в терапии инфекций. Одним из наиболее ча-
сто используемых лекарств являются фторхинолон левофлоксацин (ЛВ), который применяется для лече-
ния  широкого спектра бактериальных заболеваний, в том числе и бактериальной пневмонии, вызванной 
SARS-CoV-2 [1].  Длительный курс терапии с применением высоких дозировок ЛВ может сопровождаться 
развитием ряда побочных эффектов [2]. Для улучшения действия ЛВ предлагается использование систем 
доставок на основе циклодекстринов.

ЦД являются биосовместимыми нетоксичными соединениями, представляющими собой циклические 
молекулы из остатков D-глюкопиранозы. Пространственная структура ЦД напоминает усеченный конус 
или тор с гидрофильной поверхностью и гидрофобной полостью, куда могут встраиваться различные ги-
дрофобные молекулы лекарств, в том числе и ЛВ [3, 4]. Одной из важнейших задач является исследование 
подобных комплексов с биологическими объектами: липидным бислоем и бактериальной поверхностью 
клеток.

В данной работе изучено влияние двух производных ЦД (метил-ЦД и гидроксипропил-ЦД) на взаимо-
действие ЛВ с липосомальным бислоем. Установлено, что оба типа ЦД в значительной степени усиливают 
адсорбцию ЛВ на липидные везикулы.

Исследована адсорбция ЛВ и его комплексов с ЦД на реальных бактериальных объектах: грампо-
ложительных Lactobacillus fermentum 90T-C4 и грамотрицательных E. coli JM 109. Адсорбция ЛВ и ЛВ-ЦД 
оказалась на 15% сильнее на E. coli, чем на L. fermentum, при концентрациях ЛВ 20-200 мкг/мл. Такой 
эффект, по-видимому, связан с различным строением поверхности клеточных стенок бактерий. Как для 
клеток E. coli JM 109, так и для L. fermentum было получено, что ЛВ-гидроксипропил-ЦД адсорбируется 
почти в 2 раза лучше, чем ЛВ-метил-ЦД. Таким образом, ЛВ-гидроксипропил-ЦД является более пер-
спективным носителем лекарств по сравнению с метил-ЦД. Как следствие усиление адсорбции ЛВ на 
бактериях способствует усилению антибактериальной активности ЛВ. 

Работа выполнена с использованием ИК-Фурье спектрометра Tensor 27 Bruker и спектрометра кругового 
дихроизма Jasco J-815 при поддержке программы развития МГУ.
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INTERACTION OF LEVOFLOXACIN AND IT’S COMPLEXES WITH 
CYCLODEXTRINS WITH LIPOSOMAL BILAYER AND CELL’S SURFACES OF 
ESCHERICHIA COLI AND LACTOBACILLUS FERMENTUM 
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The effect of two β-cyclodextrin derivatives on the interaction of levofloxacin fluoroquinolone with the liposomal 
bilayer (liposomes) and cell membranes of L. fermentum and E. coli bacteria was studied. It was found that the 
complex formation of levofloxacin-cyclodextrin enhances the adsorption of the drug on gram-negative cells.

Key words: levofloxacin; liposomes; adsorption; E.coli; L. fermentum

Infectious diseases is a serious threat to human health. Antibacterial drugs occupy one of the main positions 
in the treatment of infections. One of the most commonly used drugs is fluoroquinolone levofloxacin (LV), which is 
used to treat a wide range of bacterial diseases, including bacterial pneumonia caused by SARS-CoV-2 [1]. A long 
course of therapy with the use of high doses of LV may be accompanied by the development of a number of side 
effects [2]. To improve the effect of LV, it is proposed to use delivery systems based on cyclodextrins.

CD are biocompatible non-toxic compounds, which are cyclic molecules from the residues of D-glucopyranose. 
The spatial structure of the CD resembles a truncated cone or torus with a hydrophilic surface and a hydrophobic 
cavity, where various hydrophobic drug molecules, including LV [3, 4], can be embedded. One of the most important 
tasks is to study such complexes with biological objects: the lipid bilayer and the bacterial surface of cells.

In this paper, the effect of two CD derivatives (methyl-CD and hydroxypropyl-CD) on the interaction of LV with 
the liposomal bilayer was studied. It was found that CD significantly enhance the adsorption of LV on lipid vesicles.

The adsorption of LV and its complexes with CD on real bacterial objects was also studied: gram-positive 
Lactobacillus fermentum 90T-C4 and gram-negative E. coli JM 109. The adsorption of LV and LV-CD was 15% 
stronger on E. coli than on L. fermentum, at concentrations of LV 20-200 mcg/ml. This effect seems to be related 
to the different structure of the surface of the bacterial cell walls. Both E. coli JM 109 and L. fermentum cells have 
shown that LV-hydroxypropyl-CD is adsorbed almost 2 times better than LV-methyl-CD. Thus, LV-hydroxypropyl-CD 
is a more promising drug carrier compared than methyl-CD. The increased adsorption of LV on bacteria contributes 
to the enhancement of the antibacterial activity of LV.

The work was performed using equipment (FTIR spectrometer Bruker Tensor 27 and Jasco J-815 CD Spectrometer) 
of the program for the development of Moscow State University.
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ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ КОМПЛЕКСА ЦИТОХРОМА С С КАРДИОЛИПИНОМ 
В КАТАЛИЗЕ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ И ЗАПУСКЕ 
АПОПТОЗА: РАСЧЕТ КИНЕТИЧЕСКИХ КОНСТАНТ И КВАНТОВЫХ 
ВЫХОДОВ ПО КИНЕТИКЕ АКТИВИРОВАННОЙ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ.
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Цитохром с в клетке, в водной среде или в неполярном окружении может находиться как в свободном 
состоянии, так и в комплексе с кардиолипином. В последнем случае он частично денатурирован, харак-
теризуется специфической конформацией, обладает пероксидазной активностью и является важным 
компоненом проапоптотических сигнальных путей [1,2,9]. Различия между нативным цитохромом с и ком-
плексом цитохром с—кардиолипин регистрируются по спектрам поглощения и флуоресценции, а также по 
выраженной пероксидазной активности последнего и хемилюминесценции, сопровождающей запускае-
мые им свободно-радикальных процессы. На основе этого было  разработано программное обеспечение 
для автоматического расчета кинетических параметров и квантовых выходов, перекисного окисления 
липидов активированной хемилюминесценции и визуализации модельных кривых

Ключевые слова: Сенсибилизаторы, цитохром с, кардиолипин, кумариновый активатор С-314
 

В рамках изучения свойств различных веществ, пригодных для химиотерапии онкологических забо-
леваний, исследовался природный апоптоген – комплекс цитохрома с с кардиолипином (целевые после-
довательности :V1, AAGAAGTACATCCCTGGAACA,V2,AAGCACAAGACTGGGCCAAAT)[9], являющийся катали-
затором процесса перекисного окисления липидов и триггером апоптоза [1, 2]. Процессы перекисного 
окисления отслеживались по кинетике активированной хемилюминесценции (ХЛ)[7] , с использованием 
специально разработанного программного продукта, позволяющего оптимизировать моделирование про-
текающих в системе процессов и максимально точно рассчитать кинетические параметры системы. В 
ходе работы были промоделированы изменения интенсивности ХЛ в разных областях спектра, в зависи-
мости от концентрации активатора [3].  

В качестве физического активатора ХЛ липидов использовали природный кумариновый краситель 
С-314, увеличивающий ее интенсивность на несколько  порядков за счет триплет-триплетного переноса 
энергии с возбужденных уровней карбонилов L=O*, образующихся в реакции дисмутации липопероксиль-
ных радикалов LOO*, которые, в свою очередь, генерируются при перекисном окислении липидов.[2,5]

Хемилюминесценция, сопровождающая рекомбинацию липидных радикалов, генерируемых вслед-
ствие пероксидазной активности комплекса цитохром с—кардиолипин, активируется природными краси-
телями, такими как кумарины. Ярким примером является сенсибилизатор С-314. Он устойчив к прямому 
окислению пероксидом водорода, поэтому не влияет на протекание липопероксидазных реакций и явля-
ется физическим активатором. Использование C-314 и других подобных красителей позволяет с высокой 
точностью регистрировать кинетику образования липидных радикалов в этой системе и, следовательно, 
оценивать пероксидазную активность цитохрома c.

Последняя, как известно [9], является необходимым этапом в развитии апоптоза по митохондриаль-
ному пути. Помимо исследовательского интереса, этот аспект может представлять особую важность для 
терапии злокачественных заболеваний за счет направленной стимуляции апоптоза в злокачественных 
клетках с использованием комплекса цитохром с—кардиолипин [1,3,4].

  Было разработано программное обеспечение для расчета  параметров физической и химической 
кинетики метода ХЛ в присутствии кумарина С-314; природа хемилюминесцентного процесса контроли-
ровалась путем сравнения спектра ХЛ, которые имел видимые отличия, между собственной  и активиро-
ванной ХЛ системы. Рассмотрено и реализовано несколько алгоритмов решения данной задачи на языке 
С++, каждый из которых пошагово сравнивался с экспериментом. Эффективное решение было найдено 
методом наименьших квадратов [3,6]. 

Показано, что кардиолипин является протонной ловушкой, стабилизируя pH в межмембранном про-
странстве [8,9]. 
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 Таким образом разработанное программное обеспечение пригодно для автоматизированного подбо-
ра параметров химических реакций на основании данных химической кинетики для анализа раковых кле-
ток, которые имеют свойства противостоять апоптозу  и мутаций, которые являются причиной появления 
разного рода метастазирования, а так же метода автоматизации подбора реагентов на основании данных 
квантовой теории и физической кинетики для анализа  природных апоптогенов являющихся основой для 
создания лекарств и приводящие к усилению сопротивляемости организма к воздействию различных 
факторов

 Мы хотели бы выразить нашу благодарность руководителям за их ценный вклад в планирование ис-
следования, а именно академику, профессору Юрию Андреевичу Владимирову, факультет фундаментальной 
медицины Московского государственного университета и профессору Анатолию Николаевичу Осипову, ме-
дико-биологический факультет Российского национального исследовательского медицинского университе-
та им. Н.И. Пирогова.
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STUDY THE ROLE OF CYTOCHROME C COMPLEX WITH CARDIOLIPIN IN THE 
CATALYSIS OF LIPID PEROXIDATION AND THE INITIATION OF APOPTOSIS: 
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Cytochrome c in a cell, in an aqueous medium or in a non-polar environment can be both in a free state and in 
complex with cardiolipin. In the latter case, it is partially denatured, characterized by a specific conformation, has 
peroxidase activity and is an important component of proapoptotic signaling pathways [1,2,9]. Differences between 
native cytochrome c and the cytochrome c—cardiolipin complex are recorded by the absorption and fluorescence 

spectra, as well as by the pronounced peroxidase activity of the latter and chemiluminescence accompanying 
the free radical processes it triggers. Based on this, software was developed for automatic calculation of kinetic 
parameters and quantum yields, lipid peroxidation of activated chemiluminescence and visualization of model 
curves.

Key words: Sensitizers, cytochrome c, cardiolipin, coumarin activator C-314

As part of the study of the properties of various substances suitable for cancer chemotherapy, a natural 
apoptogen – cytochrome c complex with cardiolipin (target sequences :V1, AAGAAGTACATCCCTGGAACA,V2,AA
GCACAAGACTGGGCCAAAT) was studied[9], which is a catalyst for the process of lipid peroxidation and a trigger 
of apoptosis [1, 2]. The processes of peroxidation were monitored by the kinetics of activated chemiluminescence 
(CL)[7], using a specially developed software product which is used to optimize modeling of processes occurring 
in the system and calculating the kinetic parameters of the system as accurately as possible. In the course of the 
work, changes in the intensity of CL were modeled in different spectral regions, depending on the concentration of 
the activator [3].

Natural coumarin dye C-314 was used as a physical activator of CL lipids, increasing its intensity by several 
orders of magnitude due to triplet-triplet energy transfer from excited levels of carbonyls L=O* formed in the 
dismutation reaction of lipoperoxyl radicals LOO*, which, in turn, are generated during lipid peroxidation[2,5].

  Chemiluminescence accompanying the recombination of lipid radicals generated due to the peroxidase activity 
of the cytochrome c—cardiolipin complex is activated by natural dyes such as coumarins. The sensitizer C-314 is 
a striking example. It is resistant to direct oxidation by hydrogen peroxide, therefore it does not affect the course 
of lipoperoxidase reactions and is a physical activator. The use of C-314 and other similar dyes makes it possible 
to register the kinetics of the formation of lipid radicals in this system with high accuracy and, consequently, to 
evaluate the peroxidase activity of cytochrome c.

The latter, as [9] is known, is a necessary stage in the development of apoptosis along the mitochondrial pathway. 
In addition to research interest, this aspect may be of particular importance for the treatment of malignant diseases 
due to the directed stimulation of apoptosis in malignant cells using the cytochrome c—cardiolipin complex [1,3,4].

Software was developed to calculate the parameters of the physical and chemical kinetics of the CL method 
in the presence of coumarin C-314; the nature of the chemiluminescent process was controlled by comparing the 
spectrum of CL, which had visible differences, between the proprietary and activated CL system. Several algorithms 
for solving this problem in C++ were considered and implemented, each of which was compared with an experiment 
step by step. An effective solution was found by the least squares method [3,6]. 

It has been shown that cardiolipin is a proton trap, stabilizing the pH in the intermembrane space [8,9].
Thus, the developed software is suitable for automated selection of parameters of chemical reactions based 

on chemical kinetics data for the analysis of cancer cells that have properties to resist apoptosis and mutations 
that cause the appearance of various kinds of metastasis, as well as a method for automating the selection of 
reagents based on quantum theory and physical kinetics data for the analysis of natural apoptogens that underpin 
the creation of drugs and lead to increased resistance of the body to the exposure to various factors
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State University and Professor Anatoly Nikolaevich Osipov, Faculty of Biomedical Sciences of the Pirogov Russian 
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Текущая работа посвящена математическому моделированию процессов окислительной деградации ли-
пидов и сопровождающей его хемилюминесценции (ХЛ), запускаемых комплексом CytC-CL в мембране. 
Формирование подлинной модели этого процесса позволяет использовать методы ХЛ, как способ кор-
ректной оценки ферментативной активности CytC-CL, то есть тщательнее исследовать его поведение в 
различных условиях.

Ключевые слова: Сенсибилизаторы, цитохром с, кардиолипин, кумариновый активатор С-314, квантовый 
выход

Хемилюминесценция (ХЛ) сопровождает реакции рекомбинации перекисных радикалов и другие, уни-
кальные процессы с их участием. Квантовый выход спонтаной ХЛ значительно мал. 

Применение физических активаторов способствует усилению свечения на 2–3 порядка не влияя на 
химические процессы, проходящие в системе.  Например, физический активатор  C-314 перехватывает 
возбуждение у триплетно-возбужденных кетонов, образующихся при рекомбинации перекисных радика-
лов по механизму Рассела и, при этом, имеет квантовый выход ХЛ на 3–4 порядка выше, чем сами возбуж-
денные кетоны [4,6]. Таким образом, ХЛ, активированная кумарином C-314 имеет интенсивность в ~1500 
раз выше, чем спонтанная  ХЛ липидов, но при этом не отличается от нее по параметрам кинетических кри-
вых и, соответственно, может быть использована для решения поставленных  задач. Точность решения 
определялась присутствием кардиолипина для стабилизации pH, тушением Fe2+ и наличием физического 
активатора С-314. Среди факторов, которые могут искажать значение квантового выхода, можно выде-
лить не достаточное добавление пероксида водорода [2], избыточное количество азота (II) [5,6], метанола, 
денатурацию белка [1, 5,6,7], изменение комформации ЦитС  в комплексе Цит-КЛ.

В поисках оптимальных условий возбуждения были проанализированы системы липопероксидазной 
и квази-липоксигеназной  реакций активированные физическим активатором кумарином С-314. 

В нашей работе на основании анализа параметров цитохрома с с кардиолипином, физического акти-
ватора С-314, пероксидазы хрена и люминола, проведены исследования сенсибилизирующей способно-
сти природного красителя кумарина С-314, как физического активатора [1,3] с целью уточнения величины 
квантового выхода С-314*. 

Так как, комплекс цитохрома с с кардиолипином отличается от нативного цитохрома с по слудующим 
свойствам: (1) обладает флуоресценцией тирозиновых и триптофановых остатков [7]; (2) теряет поглоще-
ние в полосе Соре (405–410 нм, отражающей существование связи Fe(heme)···S(Met80); (3) обладает перок-
сидазная активностью и, таким образом, катализирует образование липидных радикалов в мембране. Эти 
образующиеся липидные радикалы запускают цепной процесс перекисного окисления липидов, который 
можно наблюдать по хемилюминесценции, как нативной , так и активированной .

Для того чтобы сделать математическое моделирование квантовых выходов процессов активирован-
ных ХЛ нужно учесть, что: (1) ферментативная активность зависит  как от концентрации цитохрома с, так и  
от соотношения определяющего процент абсолютного количества денатурированной формы; (2) наиболь-
шее значение квантового выхода наблюдалось при усилении ХЛ и была достигнута с кумарином С-314, ко-
торый увеличивал интенсивность свечения ХЛ с коэффициентом более 1800 при концентрации 4 мкМ без 
какого-либо влияния на кинетику ХЛ [1,4,5,8]; (3)механизм этого усиления ХЛ – перенос энергии от молекулы 
кетона в электронно-возбужденном состоянии  на флуоресцентный уровень кумарина С-314 [8].

Доказано, что: 1) квантовый выход значительно выше в присутствии активатора, чем в случае соб-
ственного не активированного свечения, сопровождающего рекомбинацию перекисных радикалов жир-
ных кислот; 2) пероксидазная активность зависит не только от концентрации цитохрома с, но и от соотно-
шения между его нативной и частично денатурированной формами; 3) квантовый выход интенсивности 
хемилюминесценции пропорционален периксидазной активности цитохрома с.  

Мы хотели бы выразить нашу благодарность руководителям за их ценный вклад в планирование 
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дицины Московского государственного университета и профессору Анатолию Николаевичу Осипову, ме-
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The current work is devoted to mathematical modeling of the processes of oxidative degradation of lipids and its 
accompanying chemiluminescence (CL) triggered by the CytC-CL complex in the membrane. The formation of a 
genuine model of this process allows the use of CL methods as a way to correctly assess the enzymatic activity of 
CytC-CL, that is, to thoroughly investigate its behavior under various conditions.

Key words: Sensitizers, cytochrome c, cardiolipin, coumarin activator C-314, quantum yield

Chemiluminescence (CL) accompanies recombination reactions of peroxide radicals and other unique 
processes involving them. The quantum yield of spontaneous CL is significantly small. 

The use of physical activators helps to enhance the glow by 2-3 orders of magnitude without affecting the 
chemical processes taking place in the system.  For example, the physical activator C-314 intercepts the excitation 
of triplet-excited ketones formed during recombination of peroxide radicals  by the Russell mechanism and, at the 
same time, has a quantum yield of CL 3-4 orders of magnitude higher than the excited ketones themselves [4,6]. 
Thus, CL activated by coumarin C-314 has an intensity ~1500 times higher than spontaneous CL of lipids, but at the 
same time does not differ from it in terms of kinetic curve parameters and, accordingly, can be used to solve the 
tasks. The accuracy of the solution was determined by the presence of cardiolipin for pH stabilization, quenching 
of Fe2+ and the presence of a physical activator C-314. Among the factors that can distort the value of the quantum 
yield, it is possible to distinguish insufficient addition of hydrogen peroxide [2], excessive amount of nitrogen (II) 
[5,6], methanol, protein denaturation [1,5,6,7], a change in the CitS conformation in the Cit-CL complex.

In search of optimal excitation conditions, the systems of lipoperoxidase and quasi-lipoxygenase reactions 
activated by the physical activator coumarin C-314 were analyzed. 

In our work, based on the analysis of the parameters of cytochrome c with cardiolipin, the physical activator 
C-314, horseradish peroxidase and luminol, studies of the sensitizing ability of the natural dye coumarin C-314 as a 
physical activator [1,3] were carried out in order to clarify the quantum yield of C-314*. 

Since the cytochrome c complex with cardiolipin differs from the native cytochrome c in the following properties: 
(1) has the fluorescence of tyrosine and tryptophan residues [7]; (2) loses absorption in the Sore band (405-410 
nm, reflecting the existence of the Fe(heme)···S(Met80) bond; (3) it has peroxidase activity and thus catalyzes 
the formation of lipid radicals in the membrane. These newly formed lipid radicals trigger a chain process of lipid 
peroxidation, which can be observed by both native and activated chemiluminescence.

In order to make mathematical modeling of quantum yields of activated CL processes, it is necessary to 
take into account that: (1) enzymatic activity depends both on the concentration of cytochrome c and on the 
ratio determining the percentage of the absolute amount of denatured form; (2) the highest value of the quantum 
yield was observed with the enhancement of CL and was achieved with coumarin C-314, which increased the 
luminescence intensity of CL with a coefficient of more than 1800 at a concentration of 4 microns without any 
effect on the kinetics of CL [1,4,5,8]; (3)the mechanism of this amplification of CL is the transfer of energy from the 
ketone molecule in the electronically excited state to the fluorescent level of coumarin C-314 [8].

It is proved that: 1) the quantum yield is significantly higher in the presence of an activator than in the case of 
its own non-activated glow accompanying the recombination of fatty acid peroxide radicals; 2) peroxidase activity 
depends not only on the concentration of cytochrome c, but also on the ratio between its native and partially 
denatured forms; 3) the quantum yield of chemiluminescence intensity is proportional to the peroxidase activity of 
cytochrome C.

We would like to express our gratitude to the leaders for their valuable contribution to the planning of the study: 
Academician Professor Yuri Andreevich Vladimirov, Faculty of Fundamental Medicine of Moscow State University 
and Professor Anatoly Nikolaevich Osipov, Faculty of Biomedical Sciences of the Pirogov Russian National Research 
Medical University..
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Количественное определение нейротрофического фактора мозга может служить важным фактором выяв-
ления латентных депрессивных состояний и маркером эффективности подобранной терапии. В результате 
иммунизации были получены моно- и поликлональные антитела к рекомбинантному нейротрофическому 
фактору мозга. На основе данных препаратов разработана тест-система количественного иммунофер-
ментного анализа, которая может быть использована для определения данного антигена в сыворотке 
крови пациентов с депрессивными расстройствами.

Ключевые слова: нейротрофический фактор мозга, моноклональные антитела, рекомбинантный белок, 
иммуноферментный анализ

На сегодняшний день патогенез многих психических заболеваний недостаточно хорошо изучен. При 
депрессивных расстройствах одним из патофизиологических механизмов является снижение экспрессии 
и нарушения высвобождения BDNF, что приводит к изменениям нейро- и синаптической пластичности, в 
частности, в гиппокампе и префронтальной коре [1]. Многие исследования показали, что уровни BNDF в 
сыворотке крови и плазме пациентов снижаются при депрессивных расстройствах [2]. Таким образом, 
целью нашей работы было получение моноклональных антител к рекомбинантному BDNF и разработка 
тест-системы твердофазного варианта ИФА данного белка.

Получение рекомбинантного белка осуществляли с помощью штамма-продуцента E. coli с плазми-
дой pET-32а с последовательностью зрелого BDNF в своем геноме, используя методы, описанные нами 
ранее [3]. При получении моноклональных антител после двух последовательных этапов клонирования 
с оценкой продукции антител к BDNF на каждом этапе было отобрано несколько клонов гибридом, ста-
бильно продуцирующих специфические моноклональные антитела к BDNF. Для подтверждения связы-
вания данных антител с нативным антигеном проводили иммуногистохимический анализ фиксирован-
ных срезов гиппокампа крысы и ИФА препарата BDNF, полученного из тромбоцитов. Для разработки 
твердофазного варианта ИФА были использованы моно- и поликлональные антитела в качестве пер-
вичных и вторичных антител, в качестве стандарта – рекомбинантный BDNF в разведении от 1500 пкг/
мл до 11,7 пкг/мл. Для верификации данной тест-системы был проведен эксперимент по определению 
уровней BDNF в сыворотке крови пациентов с первым психотическим эпизодом (30 человек), с де-
прессивными расстройствами, имеющие в анамнезе суицидальные попытки (22 человека), в качестве 
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контрольной группы была использована сыворотка крови здоровых доноров (14 человек). От каждого 
из участников было получено информированное добровольное согласие.

Полученные моноклональные антитела являются аффинными как к рекомбинантному, так и к натив-
ному BDNF, что доказывают проведенные иммуногистохимические исследования и иммуноферментный 
анализ BDNF, полученного из тромбоцитов, и рекомбинантного белка. Точность и воспроизводимость ка-
либровки рекомбинантного BDNF в качестве стандарта подтвердились результатами анализа доверитель-
ного интервала и коэффициента вариации, который для всех вариантов разведений не превышал 6%. В 
результате проведения ИФА BDNF в сыворотках крови пациентов выявилось, что у пациентов с депрес-
сивными расстройствами, имеющие в анамнезе суицидальные попытки, концентрации BDNF ниже, чем у 
остальных пациентов и здоровых людей.

Продемонстрирована возможность создания стандартизированной тест-системы для количественно-
го определения BDNF в сыворотке крови с использованием современных технологий получения рекомби-
нантных белков. 
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Quantitative determination of the brain-derived neurotrophic factor can serve as an important factor in the detection 
of latent depressions and a marker of the effectiveness of the selected therapy. As a result of immunization with 
recombinant brain-derived neurotrophic factor, mono- and polyclonal antibodies were obtained. The test system 
for quantitative enzyme immunoassay on the basis of these components has been developed. It can be used to 
determine serum levels of this antigen in depressive patients.

Key words: brain-derived neurotrophic factor, monoclonal antibodies, recombinant protein, enzyme immunoassay.

At this moment, the pathogenesis of many mental illnesses is not well understood. One of the pathophysiological 
mechanisms of depressive disorders, is a decrease in the expression and impaired release of BDNF, which leads to 
changes in neuro- and synaptic plasticity, in particular, in the hippocampus and prefrontal cortex [1]. Many studies 
have shown that the serum and plasma levels of BNDF decrease in depressive patients [2]. So, the aim of our work 
was to obtain monoclonal antibodies to recombinant BDNF and to develop a test system for ELISA of this protein.

The recombinant protein was obtained using the producer strain of E. coli with a plasmid pET-32a which 
contains a mature BDNF sequence in its genome according by the methods we described earlier [3]. For obtaining 
monoclonal antibodies several clones of hybridomas were selected, stably producing specific monoclonal antibodies 
to recombinant BDNF after two consecutive cloning stages with an assessment of the production of antibodies to 
BDNF at each stage. To confirm the binding of these antibodies to the native antigen, the immunohistochemical 
analysis of fixed sections of the rat hippocampus and ELISA of the BDNF obtained from platelets were performed. 
Mono- and polyclonal antibodies were used as primary and secondary antibodies to develop ELISA system, and 

recombinant BDNF in dilution from 1500 pkg/ml to 11.7 pkg/ml was used as standard. To verify this system, an 
experiment was conducted to determine the serum levels of BDNF in patients with first episode psychosis (30 
people), in depressive patients, with a history of suicidal attempts (22 people), the serums of healthy donors (14 
people) were used as a control. All participants have written informed voluntary consent.

Monoclonal antibodies, which were obtained, are affine to both recombinant and native BDNF, what is proven 
by results of immunohistochemical studies and enzyme immunoassay of recombinant protein and BDNF obtained 
from platelets. The results of the analysis of the confidence interval and the coefficient of variation confirmed 
the accuracy and reproducibility of calibration of recombinant BDNF as a standard, coefficient of variation did 
not exceed 6% for all dilution variants. As a result of the ELISA of serum BDNF in patients, it was revealed that in 
depressive patients who have a history of suicidal attempts, the concentrations of BDNF are lower than in other 
patients and healthy people.

The possibility of creating a standardized test system for the quantitative determination of serum BDNF using 
modern technologies for the production of recombinant proteins was demonstrated.

References

1. � Duman R.S., Deyama S., Fogaça M.V. Role of BDNF in the pathophysiology and treatment of depression: Activity-
dependent effects distinguish rapid-acting antidepressants. // Eur J Neurosci. 2021 Jan;53(1):126-139. doi: 10.1111/
ejn.14630.

2. � Hacimusalar Y., Esel E. Suggested Biomarkers for Major Depressive Disorder. // Arch Neuropsychiatry 2018; 55: 
280−290 https://doi.org/10.5152/npa.2017.19482

3. � Pavlov K.A., Gurina O.I., Dmitrieva T.B., Makarov A.V., Chekhonin V.P., 2008. Development of enzyme immunoassay of 
glial fibrillary acidic protein on the basis of recombinant antigen. Bull. Exp. Biol. Med. 146(5), 599-604

УДК: 57.088.2  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-63-65

РАЗРАБОТКА ПОДХОДА К СОЗДАНИЮ ГИБРИДНОЙ ИНТЕГИРОВАННОЙ 
МИКРОСИСТЕМЫ ВЫДЕЛЕНИЯ И ОЧИСТКИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
МАГНЕТОСОМ ДЛЯ ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ОНКОТЕРАНОСТИКЕ
Ситков Н.О.1,2, Зимина Т.М.1,2, Гареев К.Г.1,2, Тагаева Р.Б.2,  
Козяева В.В.2,3, Груздев Д.С.4, Федоров В.С.2, Шевцов М.А.2

1 �Санкт-Петербургский государственный электротехнический университет «ЛЭТИ» им. В.И.Ульянова (Ленина) 
СПбГЭТУ «ЛЭТИ», 197022, Россия, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, дом 5 литера Ф

2 �Институт цитологии Российской академии наук (ИНЦ РАН), Санкт-Петербург, Россия
3 �Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии 

наук» (ФИЦ Биотехнологии РАН), Москва, Россия
4 �SciBear OU, Таллин, Эстония
e-mail: sitkov93@yandex.ru

Рассмотрен подход к созданию гибридной микросистемы выделения и очистки магнетосом, вырабатыва-
емых магнитотактическими бактериями (МТБ), с целью дальнейшего их использования в онкотераности-
ке. Созданы узлы ультразвуковой дезинтеграции МТБ, диэлектрофоретические и магнитофоретические 
узлы, сопряженные с микрофлюидными системами.

Ключевые слова: магнитные наночастицы, магнетосомы, микрофлюидика, лаборатории-на-чипе, онкоте-
раностика

Разработка новых препаратов для ранней диагностики и терапии (тераностики) злокачественных опухо-
лей центральной нервной системы (ЦНС) является приоритетным направлением современной трансляцион-
ной и клинической нейроонкологии. Один из перспективных подходов может быть основан на применении 
суперпарамагнитных наночастиц оксида железа. Среди возможных источников получения таких наноча-
стиц отдельное внимание заслуживают бактериальные магнетосомы (БМ), продуцируемые магнитотакти-
ческими бактериями (МТБ) [1]. Современные методы выделения магнетосом включают ультразвуковой, 
химический или механический лизис с последующим сбором с помощью магнита. Эти методы являются 
достаточно трудозатратными и длительными, а также зависят от квалификации персонала.  Кроме того, для 



БИОТЕХНОЛОГИЯ И МЕДИЦИНА
НАНОБИОТЕХНОЛОГИИ В МЕДИЦИНЕ

BIOTECHNOLOGY AND MEDICINE
NANOBIOTECNOLOGY IN MEDICINE

64 65Международный конгресс: Биотехнология: состояние и перспективы развития International Congress: Biotechnology: state of the art and perspectives31 октября – 1 ноября 2022 | Москва 31 October – 01 November, 2022 | Moscow

извлечения магнетосом такими методами необходимы стадии промывки, которые снижают выход целевого 
продукта. Поэтому для решения данной задачи предлагается использовать подход на основе микрофлюид-
ных аналитических систем. Разработка и создание высокоэффективных микрофлюидных систем разделе-
ния и концентрирования магнетосом помимо развития принципов масштабирования базовых процессов 
при переходе к микро- и наноразмерам требуют интеграции технологий объектов неорганической и органи-
ческой природы [2]. Имплементация стандартных технологий микро- и наносистемной техники позволяет 
реализовать в микрофлюидной матрице блочно-модульную систему с набором интегрированных функцио-
нальных компонентов. В данной работе представлены отдельные функциональные узлы, предназначенные 
для создания такой системы.

Микроузел ультразвуковой дезинтеграции МТБ реализован на основе прецизионного зонда, сопря-
женного с микрофлюидной системой, рельеф которой сформирован из пленочного фоторезиста Ordyl 
FP440. Непосредственное воздействие ультразвука на пробу осуществлялось во входной полимерной 
базине. Для первичного отбора остатков клеток на входе микрофлюидной системы сформирована пла-
нарная фильтрационная конструкция. Узел протестирован с помощью модельных микроорганизмов 
Saccharomyces cerevisiae.

При разработке диэлектрофоретического узла определена оптимальная геометрия электродов, по-
зволяющая осуществлять локальное концентрирование микропробы на электродах, определены необхо-
димые для работы системы частоты и напряжения. Отлажена технология формирования электродов на 
стеклянной и полимерной подложках методом магнетронного распыления и с последующей фотолито-
графией. Осуществлено сопряжение диэлектрофоретического микроузла с микрофлюидными система-
ми на основе пленочного фоторезиста и пленки из поливинилхлорида. Тестирование узла позволило на-
блюдать селективное диэлектрофоретическое концентрирование модельной пробы микроорганизмов в 
потоке жидкости в канале. Интегрированный микроузел был реализован с использованием постоянных 
магнитов и планарных магнитопроводов, позволяющих локализовать воздействие внешнего магнитного 
поля на наночастицы. Моделирование показало, что наличие магнитопровода позволяет сконцентриро-
вать магнитное поле в области микрофлюидного канала более локально, при этом наиболее эффективно 
использование магнитопроводов клиновидной формы. Образцы диэлектрофоретических микросистем 
протестированы на суперпарамагнитных наночастицах с декстрановым покрытием. 

Использование многоканальных микрофлюидных систем, типа «лаборатория-на-чипе», в особенно-
сти, построенные по блочно-модульному принципу и включающие гетерогенно-интегрированные сенсор-
но-актюаторные элементы, является перспективным инструментом для высокопроизводительного выде-
ления и отбора искомых клинически значимых фракций магнетосом и может быть реализовано на основе 
стандартных процессов микро- и нанотехнологии. Интеграция диэлектрофоретического и магнитофорети-
ческого узлов в микрофлюидной системе позволит эффективно захватывать и концентрировать изолиро-
ванные бактериальные магнетосомы для дальнейшей их обработки и создания на их основе препаратов 
для онкотераностики.

Финансирование: исследования выполнены при финансовой поддержке гранта РНФ № 22-15-00240.
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An approach to develop a hybrid microsystem for the isolation and purification of magnetosomes produced by 
magnetotactic bacteria (MTB) with the aim of their further use in oncotherapy was considered. Ultrasonic MTB 
disintegration, dielectrophoretic and magnetophoretic nodes integrated with microfluidic systems were developed.

Key words: magnetic nanoparticles, magnetosomes, microfluidics, lab-on-a-chip, oncotheranostics

The development of new drugs for early diagnosis and therapy (theranostics) of malignant tumors of central 
nervous system (CNS) is a priority area of modern translational and clinical neurooncology. One of the promising 
approaches can be based on the use of superparamagnetic iron oxide nanoparticles. Among the possible sources 
for obtaining such nanoparticles, special attention should be paid to bacterial magnetosomes (MBs) produced by 
magnetotactic bacteria (MTBs) [1].

Current methods for isolating magnetosomes include ultrasonic, chemical or mechanical lysis followed by 
collection with a magnet. These methods are quite labor-intensive and time-consuming, and also depend on the 
qualifications of the personnel. In addition, extraction of magnetosomes by such methods requires washing steps, 
which reduce the yield of the target product. Therefore, to solve this problem, it is proposed to use an approach 
based on microfluidic analytical systems. The development and creation of highly efficient microfluidic systems 
for the separation and concentration of magnetosomes requires not only the development of principles for scaling 
basic processes in the transition to micro- and nanosizes, but also the integration of technologies for objects 
of inorganic and organic nature [2]. The implementation of standard technologies of micro- and nanosystem 
technology makes it possible to implement a block-modular system in a microfluidic matrix with a set of integrated 
functional components. This paper presents individual functional units for development of such system.

The MTB ultrasonic disintegration microassembly is implemented on the basis of a precision probe coupled 
to a microfluidic system, the relief of which is formed from an Ordyl FP440 film photoresist. The direct effect of 
ultrasound on the sample was carried out in the input polymer basin. For the primary selection of cell debris at 
the inlet of the microfluidic system, a planar filtration structure was formed. The node was tested using model 
microorganisms Saccharomyces cerevisiae.

During the development of the dielectrophoretic unit, the optimal geometry of the electrodes was determined, 
which allows local concentration of the microsample on the electrodes, the frequencies and voltages necessary 
for the operation of the system were determined. The technology of forming electrodes on glass and polymer 
substrates by magnetron sputtering and subsequent photolithography has been debugged. A dielectrophoretic 
microassembly was coupled with microfid systems based on a film photoresist and a polyvinyl chloride film. Testing 
of the assembly made it possible to observe the selective dielectrophoretic concentration of a model sample of 
microorganisms in the liquid flow in the channel. An integrated microassembly was implemented using permanent 
magnets and planar magnetic wires, which make it possible to localize the effect of an external magnetic field on 
nanoparticles. Modeling has shown that the presence of a magnetic circuit makes it possible to concentrate the 
magnetic field in the area of the microfluidic channel more locally, while the most efficient use of wedge-shaped 
magnetic circuits. Samples of dielectrophoretic microsystems were tested on superparamagnetic nanoparticles 
with dextran coating.

The use of multichannel microfluidic systems, such as lab-on-a-chip, in particular, built on a block-modular 
basis and including heterogeneously integrated sensor-actuator elements, is a promising tool for high-performance 
isolation and selection of the desired clinically significant fractions of magnetosomes and can be implemented based 
on standard micro- and nanotechnology processes. The integration of the dielectrophoretic and magnetophoretic 
nodes in the microfluidic system will effectively capture and concentrate the released bacterial magnetosomes for 
their further processing and the creation of preparations for oncotheranostics.

Funding: The research was supported by grant No. 22-15-00240 from the Russian Science Foundation.
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Были смоделированы экспериментальные посттравматические кисты спинного мозга. Показана эффек-
тивность трансплантации в кисты обкладочных клеток обонятельной выстилки человека для восстанов-
ления двигательной активности задних конечностей крыс. Показаны выживаемость и миграция обкла-
дочных клеток in vivo, их участие в ремиелинизации. 

Ключевые слова: обкладочные клетки; обонятельная выстилка; кисты спинного мозга; ремиелинизация; 
клеточная терапия 

Патологические процессы, развивающиеся при хронических повреждениях спинного мозга после 
травм, часто приводят к образованию кист, формирование которых препятствует регенерации спинного 
мозга и проведению нервных импульсов [1]. Существующие хирургические и медикаментозные методы 
лечения не позволяют в полной мере добиться выздоровления пациентов. Одним из перспективных на-
правлений в этой области является клеточная терапия. Значительную эффективность при восстановле-
нии подвижности задних конечностей крыс после травмы спинного мозга  показала трансплантация об-
кладочных клеток обонятельной выстилки человека [2,3]. Однако выживаемость, миграция обкладочных 
клеток человека in vivo, их участие в ремиелинизации поврежденных аксонов после трансплантации в 
кисты спинного мозга остаются малоизученными.

В данной работе было проведено изучение участия клеток обонятельной выстилки человека в процес-
сах нейрорегенерации при экспериментальных травмах спинного мозга.

В исследовании были использованы образцы обонятельной выстилки, полученные при плановом хи-
рургическом вмешательстве в Отделении пластической хирургии УКБ № 1. Обкладочные клетки обоня-
тельной выстилки человека были получены по разработанным нами протоколам [3]. Образование кисты 
подтверждали методом МРТ через 4 недели после экспериментальной травмы спинного мозга крыс. Ме-
ченые мембранным красителем PKH-26 обкладочные клетки в количестве 750 тысяч (n=10) транспланти-
ровали в область кист через 4 недели после травмы. Контрольной группе вводили среду без клеток (n=10). 
В течение 4 недель после трансплантации оценивали восстановление подвижности задних конечностей 
крыс, используя 21-балльную шкалу открытого поля (ВВВ). С помощью методов иммунофлуоресценции 
изучали выживаемость, миграцию клеток in vivo, их участие в ремиелинизации с помощью выявления 
миелин-связывающего белка P0.

Было выявлено улучшение подвижности задних конечностей крыс после трансплантации обкладоч-
ных клеток обонятельной выстилки человека в кисты спинного мозга. При этом установлено, что PKH-26 
меченые обкладочные клетки выживают и мигрируют в близлежащие ткани спинного мозга. Зоны окра-
шивания P0 были выявлены около  PKH-26 меченых обкладочных клеток, что говорит о вовлеченности 
этих клеток в ремиелинизацию аксонов. Участие этих клеток в процессах нейрорегенерации после травм 
спинного мозга создает предпосылки их использования в персонализированной терапии пациентов с 
травмами спинного мозга.  

Работа выполнена при поддержке Государственного задания № 056-00107-22-00 от 25.12.2019 г. 
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The experimental post-traumatic spinal cord cysts were modeled. The efficiency of transplantation of the human 
olfactory ensheathing cells into cysts to restore the motor activity of the hind limbs of rats was shown. Survival and 
migration of ensheathing cells in vivo, their participation in the remyelination were shown.

Key words: olfactory ensheathing cells; olfactory mucosa; spinal cord cysts; remyelination; cell therapy

Pathological processes that develop in chronic injuries of the spinal cord after trauma often lead to the formation 
of cysts, the formation of which prevents the regeneration of the spinal cord and the conduction of nerve impulses 
[1]. Existing surgical and medical methods of treatment do not allow patients to fully recover. One of the promising 
areas in this area is cell therapy. The transplantation of human olfactory ensheathing cells showed significant 
efficiency in restoring the mobility of the hind limbs of rats after spinal cord injury [2,3]. However, survival, migration 
of human olfactory ensheathing cells in vivo, and their involvement in the remyelination of damaged axons after 
transplantation into spinal cord cysts remain poorly understood. In this work, we studied the involvement of human 
olfactory ensheathing cells in the neuroregeneration processes in experimental spinal cord injuries.

We used the samples of the olfactory mucosa obtained during planned surgery at the Plastic Surgery 
Department of the Clinical Hospital No. 1. The human olfactory ensheathing cells were obtained according to the 
protocols we developed [3]. Cyst formation was confirmed by MRI 4 weeks after experimental rat spinal cord injury. 
The ensheathing cells labeled with membrane dye PKH-26 in the amount of 750 thousand (n = 10) transplanted into 
the cyst area 4 weeks after injury. The control group was injected with a medium without cells (n = 10). The rat hind 
limb recovery was assessed using a 21-point open field scale (BBB) during 4 weeks after transplantation. Survival, 
cell migration in vivo, and their participation in remyelination were studied using immunofluorescence methods by 
detecting myelin-binding protein P0.

An improvement in the mobility of the hind limbs of rats was found after transplantation of the human olfactory 
ensheathing cells into spinal cord cysts. It was found that PKH-26 labeled ensheathing cells survive and migrate to 
nearby spinal cord tissues. Zones of P0 staining were found near PKH-26 ensheathing cells, suggesting that these 
cells are involved in axonal remyelination. The participation of these cells in the processes of neuroregeneration after 
spinal cord injuries creates the prerequisites for their use in personalized therapy of patients with spinal cord injuries.

 This work was supported by state assignment No. 056-00107-22-00 dated December 25, 2019. 
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Протестированы пленки из углеродных нанотрубок (УНТ) на цитотоксичность и биосовместимость к клет-
кам Neuro-2A. Оценены такие параметры как выживаемость, смертность и морфология клеток. Проведе-
ны испытания на чувствительность материала к непосредственному контакту с клетками.

Ключевые слова: углеродные нанотрубки, электропроводящий субстрат, биосовместимость.

Тонкие пленки на основе углеродных нанотрубок (УНТ) зарекомендовали себя как перспективный 
наноматериал для носимой электроники, которая может осуществлять мониторинг основных физиоло-
гических параметров в постоянном режиме [1]. Для такого применения необходимы материалы со спец-
ифическим свойствами, а УНТ из-за своей высокой электрической проводимости, гибкости и химической 
устойчивости являются отличным кандидатом, демонстрирующим надежность и стабильность в in vitro и 
in vivo условиях [2]. Более того, на сегодняшний день проведен ряд исследований в направлении приме-
нения УНТ в качестве токопроводящих подложек для ткане-инженерных конструкций, где показан успеш-
ный контроль роста и морфологии электрически возбудимых клеток [3]. В данной работе мы исследовали 
являются ли тонкие пленки из УНТ, синтезированные методом химического осаждения из газовой фазы, 
биосовместимыми для клеток Neuro-2A. Для этой цели использовались стандартные тесты на смертность 
(LDH) и выживаемость (PrestoBlue). Данные для одного и семи дней совместной инкубации, не имеют 
статистических различий с контролем, что говорит об отсутствии токсического воздействия УНТ в виде 
пленок на нервные клетки. Результаты роста клеток непосредственно на самом материале в течение од-
ного и семи дней также показали отсутствие изменений в клеточной морфологии и выживаемости (Рису-
нок 1). Проведенный длительный тест (10 часов) с пропусканием электрического тока через УНТ-пленку 
продемонстрировал чувствительность материала к клеточной адгезии, что может быть использовано для 
прямого мониторинга их роста, как в моделях in vitro, так и in vivo условиях. 

Исследование выполнено при поддержке гранта Президента Российской Федерации для молодых 
кандидатов № МК-933.2022.3, а также при поддержке гранта РНФ № 21-73-10288.

Рисунок 1. Световая микроскопия (А, Г), окрашивание клеток на прижизненный  
краситель кальцеин (Б, Д), окрашивание на актин при фиксации клеток (В, Е).  
Верхний ряд – первый день инкубации, нижний ряд – седьмой день инкубации.
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Carbon nanotube (CNT) films were tested for cytotoxicity and biocompatibility on Neuro-2A cells. Parameters such 
as survival, mortality and cell morphology were evaluated. The tests for the material sensitivity to a direct contact 
with cells were carried out.
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Thin films based on carbon nanotubes (CNTs) have recommended themselves as promising nanomaterials for the 
application in wearable electronics that continuously monitor the key physiological parameters [1]. Such applications 
require materials with the specific properties, and CNTs, due to their high electrical conductivity, flexibility, and 
chemical stability, are an excellent candidate demonstrating reliability and stability at in vitro and in vivo conditions [2]. 
Moreover, a number of studies have been carried out in the direction of CNTs using as conductive substrates for the 
tissue engineering structures, where successful control of growth and morphology of the electrically excitable cells 
has been shown [3]. In this work, we investigated the biocompatibility of CNT thin films synthesized by chemical vapor 
deposition onto Neuro-2A cells. For this purpose, the standard tests for mortality (LDH) and survival (PrestoBlue) were 
used. The data for one and seven days of co-incubation had no statistical differences with the control, which indicates 
the absence of the toxic effects of CNTs in the form of films on nerve cells. The results of the cell growth directly on 
the material itself for one and seven days also showed no changes in the cell morphology and survival (Figure 1). 

Figure 1. Light microscopy (A, D), staining of cells with vital dye calcein (B, E), staining for actin  
during after cell fixation (C, F). The top row is the first day of incubation, the bottom row is the seventh day of incubation.
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A long-term test (10 hours) where cells were cultured on thin film of CNT demonstrated the sensitivity of the 
material to cell adhesion, which can be applied for the direct monitoring of their growth, both in in vitro models and 
in vivo conditions.

The study was supported by grant of the President of the Russian Federation for young candidates No. MK-
933.2022.3, as well as with the support of the Russian Science Foundation grant No. 21-73-10288.
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Вариант антибактериального фермента лизостафина с гистидиновым тагом выделен и очищен на различ-
ных сорбентах. Показано существенное влияние сорбента, используемого для очистки лизостафина, на 
его каталитическую активность. 

Ключевые слова: Staphylococcus aureus, лизостафин, антибактериальные лизины, хроматографическая 
очистка, антибиотикорезистентность.

Антибиотико-устойчивые штаммы Staphylococcus aureus являются существенной проблемой совре-
менного здравоохранения. В последнее время для борьбы с такими штаммами активно ведутся разработ-
ки новых терапевтических препаратов на основе антибактериальных лизинов. Для выделения и очистки 
лизинов используют различные сорбенты, и выбор сорбента и методики очистки потенциально может 
влиять на активность полученного белка.

Антибактериальный лизин лизостафин является цинк-зависимой металлопептидазой и способен разру-
шать клеточную стенку S. aureus, гидролизуя пентаглициновые мостики пептидогликана. Как правило, для 
очистки лизостафина используется либо катионообменная, либо металл-хелатная хроматография. При этом 
влияние методики очистки на активность лизостафина не изучено. Таким образом, целью данного исследо-
вания было изучение влияния сорбента, выбранного для выделения и очистки лизостафина, на его катали-
тические свойства. Для этого рекомбинантный лизостафин с гистидиновым тагом на С-конце был выделен 
и очищен при помощи четырех различных сорбентов. Для катионообменной хроматографии был использо-
ван сорбент WorkBeads 40S. Для аффинной металл-хелатной хроматографии использовали три варианта ни-
кель-связывающих сорбентов – WorkBeads 40 Ni-NTA (наиболее популярный сорбент), а так же WorkBeads 
NiMAC и WorkBeads 40 Ni-IDA (с соответственно более и менее прочным, по сравнению с WorkBeads 40 Ni-NTA, 
связыванием ионов никеля сорбентом). Каталитическая активность полученных вариантов белка была ис-
следована на изолированном субстрате – пентаглицине – и численно оценена по соотношению kcat/Km [1].

Выделенный на разных сорбентах рекомбинантный лизостафин обладал различной каталитической ак-
тивностью. Активность лизостафина, выделенного на катионообменном сорбенте WorkBeads 40S и аффин-
ном сорбенте с прочным связыванием никеля WorkBeads NiMAC составила 6,1±1,2 M -1 *s -1 и 6,2±1,0 M -1 *s -1 
соответственно. Активность лизостафина, выделенного на WorkBeads 40 Ni-NTA составила 1,6±0,3 M -1 *s -1, а 
для WorkBeads 40 Ni-IDA – 0,8±0,2 M -1 *s -1, что соответственно в 4 и 8 раз меньше активности лизостафина, 
выделенного на катионообменном сорбенте.

Таким образом, выбор сорбента, используемого для очистки целевого лизина, существенно влияет на 
его каталитические характеристики, что необходимо учитывать как при планировании экспериментов, так 
и при оценке данных, полученных другими исследователями. Предположительно, это можно объяснить 
замещением иона цинка из активного центра белка на ион никеля с сорбента и/или присоединением вто-
рого иона активным центра лизостафина, что косвенно подтверждается литературными данными [2]. В бу-
дущем планируется изучение возможности полного восстановления активности лизина вне зависимости 
от сорбента, используемого для выделения и очистки белка.

Работа проведена при поддержке гранта РНФ № 18-15-00235-П.
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A variant of the antibacterial enzyme lysostaphin with a histidine tag has been isolated and purified on various 
sorbents. A significant effect of the sorbent used for the purification of lysostaphin on its catalytic activity was 
shown.
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resistance.

Antibiotic-resistant strains of Staphylococcus aureus are a significant problem of modern health care. Recently, 
new therapeutic preparations based on antibacterial lysins have been actively developed to combat such strains. 
Various chromatographic resins are used to isolate and purify lysins and the choice of resin and purification protocol 
can potentially affect the activity of the resulting protein.

The antibacterial lysin lysostaphin is a zinc-dependent metallopeptidase and is capable of destroying the 
cell wall of S. aureus by hydrolyzing the pentaglycine bridges of peptidoglycan. Typically, either cation exchange 
or metal chelate chromatography is used to purify lysostaphin. At the same time, the effect of the purification 
technique on the activity of lysostaphin has not been studied. Thus, the purpose of this study was to study the effect 
of the chromatographic resin chosen for the isolation and purification of lysostaphin on its catalytic properties. 
To this end, recombinant lysostaphin with a histidine tag at the C-terminus was isolated and purified using four 
different resins. WorkBeads 40S resin was used for cation exchange chromatography. For metal chelate affinity 
chromatography, three variants of nickel-binding resin were used - WorkBeads 40 Ni-NTA (the most popular resin), 
as well as WorkBeads NiMAC and WorkBeads 40 Ni-IDA (with, respectively, more and less strong, compared to 
WorkBeads 40 Ni -NTA, binding of nickel ions by the resin). The catalytic activity of the resulting protein variants was 
studied on an isolated substrate, pentaglycine, and numerically estimated using the kcat/Km ratio [1].

The recombinant lysostaphin purified on different resins had different catalytic activity. The activity of 
lysostaphin isolated on the WorkBeads 40S cation exchange resin and WorkBeads NiMAC affinity resin with 
strong nickel binding was 6.1±1.2 M -1 *s -1 and 6.2±1.0 M -1 *s -1, respectively. The activity of lysostaphin isolated on 
WorkBeads 40 Ni-NTA was 1.6±0.3 M -1 *s -1, and for WorkBeads 40 Ni-IDA it was 0.8±0.2 M -1 *s -1, which is 4 and 8 
times lower activity than that of lysostaphin isolated on a cation-exchange sorbent.

Thus, the choice of the resin used to obtain the target lysin significantly affects its catalytic characteristics, 
which must be taken into account both when planning experiments and when evaluating the data obtained by other 
researchers. Presumably, this can be explained by the substitution of the zinc ion from the active site of the protein 
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by the nickel ion from the resin and/or the incorporation of the second ion to the active site of lysostaphin, which 
is supported by the literature data [2]. In the future, it is planned to study the possibility of complete restoration of 
lysostaphin activity, regardless of the resin used for protein isolation and purification.

The work was supported by the Russian Science Foundation grant № 18-15-00235-P.
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Были получены наноэмульсии (НЭ) с липоевой кислотой (ЛК) с размером частиц от 50 до 350 нм, харак-
теризующиеся 85±10% эффективностью включения (ЭВ) ЛК в наночастицы (НЧ), её медленным высво-
бождением из наноформ, а также обладающие высокой стабильностью при длительном хранении при 
комнатной температуре. Было показано, что наноэмульсии с ЛК подавляют агрегацию тромбоцитов (Тц), 
обусловленную арахидоновой кислотой. 

Ключевые слова: липоевая кислота, наноэмульсии, наночастицы, тромбоциты, арахидоновая кислота. 

Сосудистые заболевания головного мозга относятся к числу наиболее распространенных форм патоло-
гии ЦНС с высоким показателем летальных исходов [1]. К основным патогенетическим механизмам ишеми-
ческого инсульта относят: возникновение и прогрессирование окислительного стресса, нарушения сосуди-
сто-тромбоцитарного и коагуляционного гемостазов, повреждения ГЭБ и др [2]. Терапия данной патологии 
включает применение препаратов, проявляющих антиоксидантное действие, препятствующих агрегации 
тромбоцитов. Одним из наиболее универсальных и перспективных антиоксидантов в комплексной терапии 
ишемии головного мозга является липоевая кислота (ЛК). Существенными недостатками ЛК являются: низ-
кая растворимость в воде, быстрое связывание с различными белками и биодеградация [3], что приводит 
к уменьшению антиоксидантного и терапевтического действия. В результате препараты, содержащие ЛК, 
вводят в больших дозах и в течение длительного времени, для достижения её терапевтического эффекта.

Поэтому целью данной работы является получение нанодисперсий с ЛК, для солюбилизации её в во-
дных растворах, пролонгированного действия, а также изучение влияния полученных наночастиц на функ-
циональную активность тромбоцитов.

Методом инверсии фаз были получены наноэмульсии с ЛК на основе фосфатидилхолина (ФХ), Плю-
роника Ф68 (Ф68) олигоглицерина (ОГ), ФХ и Ф68, Ф68 и ОГ, характеризующиеся 85±10% эффективностью 
включения субстанции в НЧ и стабильностью при комнатной температуре в течение 8-12 месяцев. Зна-
чения индекса полидисперсности (PDI), размеров и ζ-потенциала полученных НЧ определяли методом 
динамического и электрофоретического светорассеяния. Размеры нанодисперсий находились в диапа-
зоне 50-350 нм. Значения PDI наноэмульсий с ЛК на основе ФХ и ОГ были меньше 0.3, что подтверждало 
гомогенность данных нанодисперсий (НД). Однако, НЭ с липоевой кислотой, содержащие в своем составе 
стабилизатор Плюроник Ф68, были гетерогенными (PDI>0.3) и состояли из двух фракций наночастиц: 50-90 
нм (15-20%) и 130-350 нм (80-85%). Наночастицы с липоевой кислотой были электронейтральными.

Далее изучали кинетику высвобождения ЛК из наноэмульсий при помощи диффузионной ячейки 
Франца. Было обнаружено, из всех НД за 22 ч высвободилось не более 55±5% ЛК, что позволяет судить о 
пролонгированном действии препарата и поддержание его терапевтической концентрации в крови.

На завершающем этапе работы оценивали влияние полученных наноэмульсий с ЛК на агрегацию 
тромбоцитов (Тц), в плазме крови, взятой у здоровых доноров, методом оптической агрегатометрии. В ка-
честве индуктора агрегации Тц использовали арахидоновую кислоту (АК). Было установлено, что все типы 
НД, содержащие ЛК (Слк=1.3–4 мМ), подавляют агрегацию Тц, вызванную АК, на 40-80% соответственно. 
Антиоксидантное действие НЭ оценивали по концентрации тиобарбиатурат активных продуктов (ТБК-АП) 
и активных форм кислорода (АФК) в образцах обогащенной Тц плазмы (ОТП), инкубированными с АК. В 
результате исследований было выявлено, что в процессе агрегации Тц, обусловленной АК, происходит 
окисление липидов в ОТП. При этом, добавление всех типов НЭ ЛК (ЛК=1.3-4 мМ) к образцам плазмы 
крови приводило к значительному уменьшению концентрации ТБК-АП (в 3.5-7.5 раз) и АФК (1.5-2 раза). 
Кроме того, было обнаружено, что наночастицы без антиоксидантов и раствор ЛК в фосфатном буферном 
растворе (рН 7.4) практически не оказывали влияния на функциональную активность Тц, обусловленную 
данным индуктором. Вероятнее всего этот результат свидетельствует о лучшем проникновением НЧ с 
липоевой кислотой внутрь клеток по сравнению с водным раствором ЛК.

На основании полученных результатов можно сделать заключение о том, что полученные нанодис-
персии с ЛК обладают значительным антиагрегационным и антиоксидантным действием по сравнению с 
водным раствором ЛК и НЧ без антиоксидантов и являются перспективными препаратами для дальней-
ших исследований in vivo.

Работа выполнена в рамках выполнены в рамках гос. задания (№ гос. регистрации НИОКТР ААА-
А-А19-119100390063-9) и при поддержке Фонда развития теоретической физики и математики "Базис" (№ 
гранта 22-1-1-28-1).
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Nanoemulsions (NEs) with lipoic acid (LA) with a particle size from 50 to 350 nm were obtained, characterized 
by 85±10% efficiency of inclusion (EF) of LA into nanoparticles (NPs), its slow release from nanoforms, and also 
having high stability during long-term storage at room temperature. Nanoemulsions containing LA have been shown 
to suppress platelet aggregation (Pt) caused by arachidonic acid (AA).

Key words: lipoic acid, nanoemulsions, nanoparticles, platelets, arachidonic acid.

Cerebrovascular diseases are among the most common forms of CNS pathology with a high rate of deaths 
[1]. The main pathogenetic mechanisms of ischemic stroke include: the onset and progression of oxidative stress, 
disorders of vascular-platelet and coagulation hemostasis, damage to the BBB, etc. [2]. Therapy for this pathology 
includes the use of drugs that exhibit an antioxidant effect, preventing platelet aggregation. Lipoic acid is one of the 
most versatile and promising antioxidants in complex therapy of cerebral ischemia. Significant disadvantages of LA 
are: low solubility in water, rapid binding to various proteins and biodegradation [3], which leads to the decrease in 
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antioxidant and therapeutic effects. As a result, drugs containing LA are administered in large doses and for a long 
time to achieve its therapeutic effect.

Therefore, the purpose of this research work is to obtain nanodispersions with LA, for its solubilization in 
aqueous solutions, prolonged action, as well as to study the effect of the obtained nanoparticles on the functional 
activity of platelets.

By phase inversion method nanoemulsions with LA based on phosphatidylcholine (PC), Pluronic F68 (F68) 
oligoglycerin (OG), PC and F68, F68 and OG were prepared, characterized by 85±10% efficiency of inclusion the 
substance into NPs and stability at room temperature for 8-12 months. The values of the polydispersity index (PDI), 
the size and the ζ-potential of the obtained NPs were determined by the method of dynamic and electrophoretic 
light scattering. The sizes of the nanodispersions were in the range of 50-350 nm. The PDI values of nanoemulsions 
with LA based on PC and OG were less than 0.3, which confirmed the homogeneity of these nanodispersions (NDs). 
However, the NEs with lipoic acid containing Pluronic F68 in its composition were heterogeneous (PDI>0.3) and 
consisted of two fractions of nanoparticles: 50-90 nm (15-20%) and 130-350 nm (80-85%). The nanoparticles with 
lipoic acid were electroneutral.

Next, we studied the kinetics release of LA from NEs using the Franz diffusion cell. It was found that no more 
than 55±5% of LA was released from all NDs in 22 h, which makes it possible to judge the prolonged action of the 
drug and the maintenance of its therapeutic concentration in the blood.

At the final stage of the research work, the effect of the obtained nanoemulsions with LA on platelet aggregation 
in blood plasma taken from healthy donors evaluated by the method of optical aggregatometry. Arachidonic acid 
(AA) was used as an inducer of Pt aggregation. It was found that all types of NDs containing LA (Cla=1.3-4 mM) 
suppress Pt aggregation caused by AA by 40-80%, respectively. The antioxidant effect of NEs was assessed by 
the concentration of thiobarbiaturate active products (TBA-AP) and reactive oxygen species (ROS) in platelet-rich 
plasma (PRP) samples incubated with AA. As a result of the research, it was revealed that in the process of Pt 
aggregation caused by AA, lipid oxidation occurs in PRP. At the same time, the addition of all types of NEs LA 
(Cla=1.3-4 mM) to blood plasma samples led to a significant decrease in the concentration of TBA-AP (3.5-7.5 
times) and ROS (1.5-2 times). In addition, it was shown that nanoparticles without antioxidants and a solution of 
LA in a phosphate buffer solution (pH 7.4) had practically no effect on the functional activity of Pt caused by this 
inducer. Most likely, this result indicates a better penetration of NPs with lipoic acid into cells in comparison with 
an aqueous solution of LA.

Based on the obtained results, it can be concluded that the obtained nanodispersions with LA have a significant 
antiplatelet and antioxidant effect in comparison with an aqueous solution of LA and NPs without antioxidants and 
are promising drugs for further studies in vivo.

This work was performed within the State Assignment (State Registration no. AAAA-B20-220091790054-9) 
and with the support of the Foundation for the Development of Theoretical Physics and Mathematics "Basis" (grant 
№ 22-1-1-28-1).
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Разработана экспресс-методика оценки масс-спектрометрических показателей газового состава выдыха-
емого воздуха для дифференциальной диагностики острых респираторных вирусных инфекций и отсле-
живания динамики восстановления после перенесенного заболевания.

Ключевые слова: масс-спектрометрия; функциональное состояние человека; клиническая диагностика; 
острые респираторные вирусные инфекции.

Газовый состав выдыхаемого воздуха содержит широкий набор низко- и высокомолекулярных соеди-
нений, которые при наличии патологии изменяют свою концентрацию. Наличие в составе газовой пробы 
диагностически значимых компонент позволяет оценить функциональное состояние испытуемого и обна-
ружить маркеры заболевания, уже перенесенного или протекающего в острой фазе[1].

Разработана экспресс-методика диагностики и мониторинга восстановления после перенесенной ре-
спираторной вирусной инфекции. Исследование проводилось с использованием высокочувствительного 
квадрупольного масс-спектрометра МС7-200. Основа методики состоит в определении индивидуального 
«отпечатка» испытуемого, сформированного из масс-спектрометрических показателей газового состава 
выдыхаемого воздуха.

В исследовании были задействованы 49 человек: 18 человек – период начала восстановления после 
перенесенной респираторной вирусной инфекции, 31 – здоровая группа, состоящая из мужчин в возрасте 
от 18 до 21 года в хорошей физической форме. У каждого испытуемого был единоразово произведен за-
бор пробы выдыхаемого воздуха. В результате эксперимента были получены масс-спектры исследуемых 
образцов.

Анализ результатов произведен методом главных компонент, приведенным на рис.1, и методом кла-
стерного анализа k-средних. При обработке масс-спектров были выделены следующие вещества, относи-
тельно которых происходила кластеризация: ацетон, уксусная кислота и изопрен, содержащиеся в выдохе 
здорового человека, и неизвестные пики, свидетельствующие о наличии заболевания. Результаты класте-
ризации позволили выявить явные различия у двух исследуемых групп.

Рис. 1. Индивидуальные «отпечатки» выдыхаемого воздуха испытуемых,  
представленные в виде проекций на оси главных компонент.  
Представлены две группы: 0-17 – группа восстановления, 18-48 – здоровая группа.

Полученные результаты свидетельствуют о возможности диагностики респираторных инфекций и мо-
ниторинга восстановления после перенесенного заболевания при помощи разработанной неинвазивной 
высокочувствительной масс-спектрометрической методики и подтверждают перспективность ее масшта-
бирования среди медицинских учреждений Российской Федерации.
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MASS SPECTROMETRIC DIAGNOSIS OF RECOVERY AFTER RESPIRATORY 
ILLNESS USING MACHINE LEARNING METHODS
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The express methodology of evaluation of mass-spectrometric parameters of gas composition of exhaled air for 
differential diagnostics of acute respiratory viral infections and tracing of dynamics of recovery after the disease 
was developed.

Key words: mass spectrometry; human functional state; clinical diagnosis; acute respiratory viral infections.

The gas composition of exhaled air contains a wide range of low- and high-molecular weight compounds, which 
change their concentration in the presence of pathology. The presence of diagnostically significant components 
in the composition of the gas sample makes it possible to assess the functional state of the subject and detect 
markers of a disease already suffered or proceeding in the acute phase [1].

An express method of diagnostics and monitoring of recovery after a respiratory viral infection was developed. 
The investigation was performed using high-sensitivity quadrupole mass spectrometer MS7-200. The basis of the 
method consists in determination of an individual "fingerprint" of a subject formed out of mass-spectrometric 
indices of gas composition of exhaled air.

The study involved 49 people: 18 people - a period of early recovery from a respiratory viral infection, and 31 - a 
healthy group consisting of men aged 18 to 21 years in good physical shape. A single exhaled air sample was taken 
from each subject. As a result of the experiment, mass spectra of the test samples were obtained.

The results were analyzed by the principal component method, shown in Fig. 1, and by k-means cluster analysis. 
When processing the mass spectra, the following substances were identified with which the clustering occurred: 
acetone, acetic acid and isoprene contained in the exhalation of a healthy person, and unknown peaks indicative of 
the presence of disease. The clustering results revealed clear differences in the two groups studied.

Fig. 1. Individual "fingerprints" of exhaled air of the subjects,  
represented as projections on the principal component axes.  
Two groups are represented: 0-17 - recovery group, 18-48 - healthy group.

The results obtained testify to the possibility of diagnosing respiratory infections and monitoring the recovery 
after an illness using the developed noninvasive high-sensitivity mass spectrometric technique and confirm the 
perspective of its scaling up among medical institutions of the Russian Federation.
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ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ 1,4-БЕНЗОХИНОНА НА АКТИВНОСТЬ 
L-ГАЛАКТОН-1,4-ЛАКТОН ДЕГИДРОГЕНАЗЫ ARABIDOPSIS THALIANA 
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ФАД-зависимая L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназа из Arabidopsis thaliana (AtGALDH) – мембранный фер-
мент растительного происхождения, являющийся удобной моделью для изучения действия эффекторов 
в отношении митохондриальных ФАД-зависимых дегидрогеназ. Производные 1,4-бензохинона (децилуби-
хинон и коэнзимы Q1 и Q10) широко распространены в природе, являются переносчиками электронов в 
дыхательной цепи и играют важную роль в поддержании окислительно-восстановительных равновесий в 
клетке. Известно о взаимодействии этих производных с мембранами клетки: так, наличие в молекуле ко-
фермента Q10 длинного гидрофобного углеводородного фрагмента позволяет коферменту погружаться в 
мембраны, а децилубихнон способствует ухудшению митохондриальной проницаемости. Однако влияние 
децилубихинона и коэнзимов Q1 и Q10 на фермент AtGALDH остаётся неизученным. Таким образом, целью 
данной работы является исследование ряда производных 1,4-бензохинона (децилубихинона и коэнзимов 
Q1 и Q10) как эффекторов AtGALDH. 

Ключевые слова: L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназа; коэнзим Q1; коэнзим Q10; децилубихинон; 
ФАД-зависимые дегидрогеназы; обращенные мицеллы АОТ; акцепторы электронов; ингибиторы.

Исследования эффекторов ФАД-зависимых дегидрогеназ имеют важное практическое значение вви-
ду их широкого применения, например электроноакцепторы этих ферментов используются при разработке 
биосенсоров и биоэлектродов, а соответствующие ингибиторы – как основа лекарств, мишенью которых 
являются ФАД-зависимые дегидрогеназы. Фермент L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназа из Arabidopsis 
Thaliana (AtGALDH), гомологичный галактонолактон оксидазе из Trypanosoma cruzi (TcGAL), может рассма-
триваться как модельный фермент, используя который можно проводить скрининг ингибиторов TcGAL, 
являющихся потенциальными лекарствами против болезни Шагаса. Кроме того, научный интерес пред-
ставляет изучение влияния различных соединений на митохондриальные мембраны, и, соответственно, 
на активность рассматриваемого AtGALDH. 

В работе охарактеризовано влияние децилубихинона и коэнзимов Q1 и Q10 для AtGALDH с использо-
ванием водной среды (25 мМ фосфатный буфер рН 8,9) и системы обращённых мицелл АОТ (0,1 М раствор 
ди-(2-этил)-гексилового эфира сульфоянтарной кислоты в н-октане), являющейся моделью мембраны. Об-
наружено, что децилубихинон подавляет активность AtGALDH в мицеллярной среде - снижение активно-
сти составляет 96 % при 32 мкМ децилубихинона (степень гидратации W0 = 28, соответствующая димерной 
форме AtGALDH). Механизм подавления активности AtGALDH требует дальнейшего исследования, он мо-
жет быть связан с ингибированием самого фермента или влиянием на состояние мембраны, что обсужда-
лось в литературе. Коэнзим Q10 не оказывает выраженного эффекта на активность мономерной формы 
фермента, однако снижает активность димерной формы более чем в два раза. В то же время коэнзим Q1 
проявляет себя как электроноакцептор, но менее эффективный в сравнении с уже описанным в литера-
туре феназинметосульфатом даже при более высоких концентрациях (120 мкМ для феназинметосульфта 
и 700 мкМ для Q1 соответственно), сохраняя при этом профиль каталитической активности AtGALDH от 
степени гидратации W0. 

Таким образом, нами охарактеризованы производные 1,4-бензохинона (децилубихинон и коэнзимы 
Q1 и Q10) и показано, что децилубихинон и коэнзим Q10 подавляют активность AtGALDH, то есть могут 
рассматриваться как потенциальные ингибиторы TcGAL. При этом коэнзим Q1 проявляет электроноак-
цепторные свойства и может быть использован как альтернативный ЭА для AtGALDH. 
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FAD-dependent L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase from Arabidopsis thaliana (AtGALDH) is a plant membrane 
enzyme of plant origin, which is a suitable model for studying the effect of effectors on mitochondrial FAD-
dependent dehydrogenases. 1,4-benzoquinone derivatives (decylubiquinone and coenzymes Q1 and Q10) are widely 
distributed in nature, they are electron carriers in the respiratory chain and play an important role in maintaining 
redox balances in the cell. The interaction of these derivatives with cell membranes is known: for example, the 
presence of a long hydrophobic hydrocarbon fragment in the coenzyme Q10 molecule allows the coenzyme to sink 
into the membranes, while decylubichnon contributes to the deterioration of mitochondrial permeability. However, 
the effect of decylubiquinone and coenzymes Q1 and Q10 on the AtGALDH enzyme remains unexplored. Thus, the 
aim of this work is to study a number of 1,4-benzoquinone derivatives (decylubiquinone and coenzymes Q1 and 
Q10) as AtGALDH effectors.

Key words: L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase; coenzyme Q1; coenzyme Q10; decylubiquinone; FAD-
dependent dehydrogenases; reverse micelles AOT; electron acceptors; inhibitors.

Studies of the effectors of FAD-dependent dehydrogenases are of great practical importance due to their 
wide application, for example, electron acceptors of these enzymes are used in the development of biosensors 
and bioelectrodes, and the corresponding inhibitors are used as the basis for drugs that target FAD-dependent 
dehydrogenases. The enzyme L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase from Arabidopsis Thaliana (AtGALDH), 
homologous to galactonolactone oxidase from Trypanosoma cruzi (TcGAL), can be considered as a model enzyme 
that can be used for screening of inhibitors of TcGAL, which are potential drugs against Chagas disease. In addition, 
it is of scientific interest to study the effect of various compounds on mitochondrial membranes, and, accordingly, 
on the activity of the considered AtGALDH.

The impact of decylubiquinone and coenzymes Q1 and Q10 on AtGALDH was characterized in this work using 
an aqueous medium (25 mM phosphate buffer pH 8.9) and an AOT reverse micelles system (0.1 M solution of 
sulfosuccinic acid bis(2-ethylhexyl) ester in n-octane), which is a model of the membrane.

It was found that decylubiquinone suppresses AtGALDH activity in a micellar medium - the decrease in activity 
is 96% at 32 μM decylubiquinone (the hydration degree W0 = 28, corresponding to the dimeric form of AtGALDH). 
The mechanism of inhibition of AtGALDH activity requires further study; it may be associated with the inhibition 
of the enzyme itself or the effect on the state of the membrane, which was discussed in the literature. Coenzyme 
Q10 has no pronounced effect on the activity of the monomeric form of the enzyme, but reduces the activity of the 
dimeric form by more than two times. 

At the same time, coenzyme Q1 behaves as an electron acceptor, but less effective than phenazine methosulfate 
already described in the literature, even at higher concentrations (120 μM for phenazine methosulfate and 700 
μM for Q1, respectively), while maintaining the profile of AtGALDH catalytic activity depending on the degree of 
hydration W0.

Thus, we characterized 1,4-benzoquinone derivatives (decylubiquinone and coenzymes Q1 and Q10) and 
showed that decylubiquinone and coenzyme Q10 inhibit AtGALDH activity, i.e., they can be considered as potential 
inhibitors of TcGAL. At the same time, coenzyme Q1 exhibits electron acceptor properties and can be used as an 
alternative EA for AtGALDH.
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В работе представлены результаты по обнаружению тимидилатсинтазы (TYMS) в образцах плазмы паци-
ентов с почечно-клеточным раком (ПКР) на основе АСМ-визуализации комплексов зонд/мишень.

Ключевые слова: тимидилатсинтаза, TYMS, рак почки, ПКР, АСМ.

Почечно-клеточный рак является наиболее летальным урологическим злокачественным новообразо-
ванием и занимает 9-е и 14-е места по распространенности у мужчин и женщин, соответственно. Выжива-
емость больных зависит от стадии в момент установления диагноза. Так, при I стадии 10-летняя выживае-
мость составляет более 80%. Поэтому, ключевым приоритетом исследований в рамках этого заболевания 
является развитие методов ранней диагностики, позволяющих детектировать комплексообразование на 
уровне единичных молекул. К новым биоаналитическим методам относится высокочувствительный ана-
лиз с использованием атомно-силовой микроскопии (АСМ). 

В работе проведено обнаружение TYMS в образцах плазмы на основе АСМ-визуализации комплексов 
зонд/мишень. Комплексы между иммобилизованными на поверхности АСМ-чипа анти-TYMS (зонды) и ан-
тигеном (мишень), формировались при инкубации чипа в образцах разбавленной плазмы крови пациентов с 
ПКР. Контрольными являлись АСМ-чипы после инкубации в образцах плазмы здоровых пациентов. По дан-
ным АСМ-сканирования было выявлено, что для большинства (5 образцов из 8) образцов плазмы пациентов 
с ПКР, в анализе визуализируются объекты с высотой более 3.6 нм, в то время как, у здоровых пациентов 
объекты с такими высотами практически отсутствуют (рисунок 1). Визуализированные объекты с большими 
высотами могут быть отнесены к комплексам антитело/антиген, что свидетельствует о присутствии анти-
гена в образцах плазмы. В работе [1] показана зависимость сверхэкспрессии белка TYMS от стадии ПКР. 
Предложенный подход на основе АСМ может быть использован для обнаружения TYMS в плазме крови 
пациентов, однако, чтобы сделать выводы о клинической значимости этого белка необходимо провести до-
полнительные эксперименты, в том числе необходимо увеличить выборку исследуемых образцов.

                        (А)				          (Б)				      (В)

Рисунок 1.. Типичные АСМ-изображения после стадии иммобилизации анти-TYMS (А);  
после стадии инкубации в плазме крови здоровых (Б) и больных ПКР(В) пациентов.  
Параметры АСМ-изображений:  
(А) - размер – 5*5 мкм, высота – 0-5 нм; (Б) и (В) - размер – 5*5 мкм, высота – 0-7 нм.

Представленные АСМ-изображения были получены на приборах Titanium (NT-MDT, Россия)  
и Dimension 3100 (VEECO (Bruker), США).
Работа выполнена в рамках проекта по созданию и развитию научных центров мирового уровня 

«Цифровой дизайн и персонализированное здравоохранение» при финансовой поддержке Министерства 
образования и науки Российской Федерации (соглашение No 075-15-2022-305)
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This paper presents studies on the detection of thymidylate synthase (TYMS) in patients plasma samples with renal 
cell carcinoma (RCC) based on AFM imaging of probe/target complexes.
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Renal cell carcinoma is the most lethal urological malignancy neoplast and ranks 9th and 14th place in 
prevalence in men and women, respectively. Survival rate depends on the stage at the time of diagnosis. So, 
at stage I, the 10-year survival rate is more than 80%. Therefore, the key research priority for this disease is the 
development of early diagnostic methods that allow to detect complex formation at the level of single molecules. 
New bioanalytical methods include highly sensitive analysis using atomic force microscopy (AFM).

In this work, TYMS was detected in plasma samples based on AFM imaging of probe/target complexes. 
Complexes between antigen (target) and anti-TYMS (probes) immobilized on the surface of the AFM chip were 
formed during the chip incubation in samples of diluted blood plasma from patients with RCC. The controls were 
AFM chips after incubation in plasma samples from healthy patients. Based on AFM scanning data, it was revealed 
that for the majority (5 samples out of 8) of plasma samples from patients with RCC, objects with a height of more 
than 3.6 nm are visualized in the analysis, while in healthy patients, objects with such heights are practically absent 
(Figure 1). Visualized objects with high altitudes can be attributed to antibody/antigen complexes, indicating the 
presence of antigen in plasma samples. In work [1], the dependence of TYMS protein overexpression on the stage 
of RCC was shown. The proposed AFM-based approach can be used to detect TYMS in the plasma of patients, 
however, in order to conclude the clinical significance of this protein, additional experiments are needed, including 
the need to increase the sample of the studied samples.

                        (A)				          (B)				      (C)

Figure 1. Typical AFM images after the anti-TYMS immobilization step (A);  
after the stage of incubation in the blood plasma of healthy (B) and patients with RCC (C) patients.  
AFM image parameters:
(A) - size - 5 * 5 um, height - 0-5 nm; (B) and (C) - size - 5 * 5 um, height - 0-7 nm.
The presented AFM images were obtained on Titanium (NT-MDT, Russia) and Dimension 3100 (VEECO (Bruker), USA).

The work was carried out within the project for the creation and development of world-class scientific centers 
"Digital Design and Personalized Health Care" with the financial support of the Ministry of Education and Science of 
the Russian Federation (agreement No. 075-15-2022-305)

References

1. � Mizutani Y. et al. Significance of thymidylate synthase activity in renal cell carcinoma //Clinical cancer research. – 
2003. – Т. 9. – №. 4. – С. 1453-1460.

УДК 576.32/.36  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-85-86

МОДЕЛИРОВАНИЕ АНГИОГЕНЕЗА IN VITRO С ПРИМЕНЕНИЕМ 
КЛЕТОЧНЫХ СФЕРОИДОВ НА ОСНОВЕ СО-КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
ЭЕДОТЕЛИОЦИТОВ И МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК.
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Показано образование сосудистых отростков (спраутов) из клеточных сфероидов на основе эндотелиоци-
тов и мезенхимальных стромальных клеток при культивировании сфероидов в трехмерном фибриновом 
геле. Результаты работы могут служить основой для создания новой in vitro модели ангиогенеза, облада-
ющей высокой степенью биологической релевантности.

Ключевые слова: клеточные сфероиды; in vitro модели; ангиогенез; мезенхимальные стромальные клетки.

Модели ангиогенеза востребованы в целом ряде направлений биомедицины, в частности в докли-
нических исследованиях фармакологических агентов, разработке новых методов лечения различных за-
болеваний (злокачественные новообразования, диабетическая ретинопатия, ишемические состояния и 
др.), а также в тканевой инженерии. На сегодняшний день наиболее перспективными являются модели, 
включающие 3D со-культивирование различных сосудистых клеток в гидрогелях, выполняющих функции 
естественного внеклеточного матрикса.

В данной работе использованы первичные культуры эндотелиальных клеток пупочной вены человека 
(hUVECs) и мезенхимальных стромальных клеток МСК пуповины. Клетки выделяли из фрагментов пупо-
вины и характеризовали по экспрессии поверхностных маркеров методом проточной цитофлуориметрии. 
Клеточные сфероиды, состоящие из hUVECs и hUC-MSCs в соотношении 1:1 (всего 1000 клеток/сфероид), 
получали в неадгезивных планшетах (Corning, США). Cфероиды культивировали в фибриновом гидрогеле 
в ростовой среде, содержащей 20 % лизата тромбоцитов (ЛТ) доноров. Фотографическую регистрацию 
осуществляли при помощи системы IncuCyte Zoom (Essen BioScience, США). Образование сосудистых от-
ростков (спраутов), а также распределение в их структуре обоих типов клеток анализировали при помощи 
фазово-контрастной и сканирующей лазерной конфокальной микроскопии. 

Показано, что в присутствии ЛТ происходила миграция обоих типов клеток из сфероидов в гель, при-
водящая к образованию спраутов, морфологически соответствующих начальным стадиям ангиогенеза и 
образующих анастамозы.

Разрабатываемая модель ангиогенеза предлагается к использованию в качестве экспериментально-
го инструмента для оценки миграции, пролиферации и дифференцировки эндотелиальных и перицито-
подобных клеток человека в трехмерных условиях, максимально приближенным к естественной среде 
организма.

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Фе-
дерации на долгосрочный период (2021 - 2030 годы) (№ 122022800499-5).
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AN IN VITRO ANGIOGENESIS MODEL BASED  
ON CELLULAR SPHEROIDS OBTAINED FROM CO-CULTURED  
ENDOTHELIOCYTES AND MESENCHYMAL STROMAL CELLS
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The formation of vascular outgrowths (sprouts) from cellular spheroids based on endotheliocytes and mesenchymal 
stromal cells was demonstrated to take place upon culturing the spheroids in a three-dimensional fibrin gel. The 
results can serve as a basis for a new angiogenesis model of a high biological relevance.

Key words: cellular spheroids; in vitro models; angiogenesis; mesenchymal stromal cells.

Angiogenesis models are urgently needed in a vast number of areas of biomedicine, in particular in preclinical 
studies of pharmacological agents, the development of new methods for treatment of various diseases (malignant 
neoplasms, diabetic retinopathy, ischemic conditions, etc.), and tissue engineering. To date, the most promising 
models include 3D co-culture of various vascular cells in hydrogels mimicking functions of natural extracellular matrix.

The present research was carried out on human umbilical vein endothelial cells (hUVECs) and human umbilical 
cord mesenchymal stromal cells (hUC-MSCs). Primary cell cultures were derived from umbilical cord fragments, 
and their phenotype was characterized by expression of surface markers using flow cytofluorometry. Cellular 
spheroids consisting of hUVECs and hUC-MSCs in a 1:1 ratio (a total of 1000 cells/spheroid) were grown in fibrin 
hydrogel in growth medium supplemented with 20% donor platelet lysate (PL) using non-adhesive plates (Corning, 
USA). Photodetection was carried out with an IncuCyte Zoom system (Essen BioScience, USA). The formation of 
vascular outgrowths (sprouts) and the distribution of both cell types in their structure were analyzed using phase-
contrast microscopy and scanning laser confocal microscopy. 

It was shown that in the presence of PL, the migration of both cell types from spheroids into the gel took place 
leading to the formation of sprouts morphologically corresponding to the initial stages of angiogenesis and forming 
anastamoses. The developed model of angiogenesis is proposed to be used as an experimental tool to assess 
the migration, proliferation and differentiation of human endothelial and pericyte-like cells in three-dimensional 
conditions that are very close to those in the body.

The work was performed within the framework of the Program for Basic Research in the Russian Federation for 
a long-term period (2021-2030) (№ 122022800499-5). 
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Осуществлен дизайн и синтез нескольких серий стероидных производных – потенциальных тнгибиторов 
CYP17A1. Найдены два соединения-лидера, обладающие высоким фармакологическим потенциалом. 

Ключевые слова: медицинская химия, противоопухолевые агенты, ингибиторы CYP17A1, антиандрогены, 
стероиды

Рак предстательной железы (РПЖ) является одной из ведущих причин смертности мужчин от онко-
логических заболеваний. На 2017 год количество пациентов с РПЖ в России составляло 40,8 тыc, причем 
прирост заболеваемости с 2007 по 2017 гг. составил 70,61 % при среднем темпе прироста за 2017 г. − 5,09%.

Зависимость развития РПЖ от уровня андрогенов известна уже более 70 лет, а стратегия лечения РПЖ 
основана на снижении уровня андрогенов. Обычно РПЖ поддается полному излечению в локализованных 
стадиях и хорошо отвечает на антиандрогенную терапию в диссеминированных формах. Скорость опухо-
левой прогрессии существенно варьирует, и многие пациенты могут жить длительно даже при наличии от-
даленных метастазов. Однако, практически у всех пациентов после андрогенной депривации наблюдается 
прогрессирование РПЖ, но у многих из них опухоль может отвечать на терапию другими гормональными/
антигормональными препаратами. Поэтому поиск новых агентов против рака предстательной железы яв-
ляется актуальной задачей.

В лаборатории Синтеза физиологически активных соединений ИБМХ был осуществлен дизайн и 
синтез большой серии азотсодержащих производных 17(20)-норпрегнена – потенциальных ингибиторов 
CYP17A1. Из полученной серии на основании первичных тестов на биологическую активность было вы-
брано одно соединение-лидер  ̶  алсевирон.

Было выяснено, что алсевирон перевосходит абиратерон по многим параметрам, в частности: облада-
ет большей биодоступностью; более активно снижает уровень тестостерона в сыворотке крови у мышей 
BDF1; противоопухолевая активность алсевирона в разовой дозе 300 мг/кг при 10-кратном введении была 
выше, чем таковая у абиратерона при такой же дозе и режиме введения на моделях подкожных ксено-
графтов DU145; аслевирон, в отличие от абиратерона, активно повреждает ДНК опухолевых клеток.

При исследовании алсевирона были получены данные, которые позволили осуществить дизайн еще 
одной серии азотсодержащих стероидных производных, но уже на основе 16(17)-андростена. Далее но-
вые соединения были синтезированы и протестированы на биологическую активность, что позволило вы-
брать еще одно соединение-лидер – мизолакрон. Мизолакрон значительно превосходил по цитотоксиче-
скому эффекту как алсевирон, так и абиратерон. Кроме того, мизолакрон более эффективно ингибировал 
CYP17A1 и, как и алсевирон, повреждал ДНК опухолевых клеток.

Уже проведенные исследования позволяют предположить, что мизолакрон будет обладать всеми 
преимуществами алсевирона, но обладать более высокой биологической активностью. Еще одним преи-
муществом мизолакрона является простота и дешевизна его синтеза.

Полученные данные свидетельствуют, что алсевирон и мизолакрон обладают высоким фармакологи-
ческим потенциалом и имеют все шансы стать лекарственными препаратами.

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Фе-
дерации на долгосрочный период (2021 - 2030 годы).
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Design and synthesis of several series of steroid derivatives - potential inhibitors of CYP17A1 was carried out.  Two 
leader compounds with high pharmacological potential were receveived. 

Key words: medical chemistry, anticancer agents, CYP17A1 inhibitors, antiandrogenes, steroids. 

Prostate cancer (PC) is one of the leading causes of cancer deaths among males.  In 2017, the number of 
patients with prostate cancer in Russia was 40.8 thousand, and the increase in incidence from 2007 to 2017  
amounted to 70.61% with an average growth rate for 2017 of 5.09%.

The dependence of prostate cancer on androgen levels has been known for over 70 years, and the treatment 
strategy for prostate cancer is based on androgen reduction.  Usually, PC is completely curable in localized stages 
and responds well to antiandrogen therapy in disseminated forms.  The rate of tumor progression varies greatly, and 
many patients can live long periods even with metastases.  However, patients after androgen deprivation experience 
progression of prostate cancer, but in many of them the tumor may respond to therapy with other hormonal or 
antihormonal drugs.  Therefore, the search for new agents against prostate cancer is an urgent problem.

A large series of nitrogen-containing derivatives of 17(20)-norpregnene, potential inhibitors of CYP17A1, was 
designed and synthesized at the Laboratory of Synthesis of Physiologically Active Compounds at IBMC.  From the 
resulting series, based on primary tests for biological activity, one leader compound, alseviron, was selected.

It was found that alseviron surpasses abiraterone in many ways, in particular: it has greater bioavailability;  more 
actively reduces serum testosterone levels in BDF1 mice;  the antitumor activity of alseviron at a single dose of 300 
mg/kg at a 10-fold injection was higher than that of abiraterone at the same dose and mode of administration on 
DU145 subcutaneous xenograft models;  asleviron, unlike abiraterone, actively damages the DNA of tumor cells.

In the study of alseviron, data were obtained that made it possible to design another series of nitrogen-
containing steroid derivatives, but already based on 16(17)-androstene.  Further, new compounds were synthesized 
and tested for biological activity, which made it possible to select another leading compound, mizolacron.

Mizolacrone was significantly superior in cytotoxic effect to both alseviron and abiraterone.  In addition, 
misolacrone inhibited CYP17A1 more effectively and, like alseviron, damaged the DNA of tumor cells.
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Studies already conducted suggest that misolacrone will have all the benefits of alseviron, but have higher 
biological activity.  Another advantage of misolacrone is the simplicity and low cost of its synthesis.

 The data obtained indicate that alseviron and mizolacron have a high pharmacological potential and have 
every chance of becoming drugs.

 The work was performed within the framework of the Program for Basic Research in the Russian Federation 
for a long-term period (2021-2030).
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ДЕТЕКЦИЯ МИКРОРНК, АССОЦИИРОВАННЫХ С РАЗВИТИЕМ РАКА 
ЯИЧНИКОВ, С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ НАНОПРОВОДНОГО БИОСЕНСОРА
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В работе была осуществлена детекция микроРНК, ассоциированных с развитием рака яичников, в буфер-
ных растворах при сверхнизких концентрациях (10-17 - 10-14 М), а также в образцах плазмы крови пациентов 
с помощью нанопроводного биосенсора. Результаты работы могут быть использованы при разработке 
высокочувствительных систем для ранней диагностики рака яичников.  

Ключевые слова: рак яичников, микроРНК, биомаркеры, нанопровод, биосенсор

В литературе микроРНК рассматриваются в качестве биомаркеров различных онкологических забо-
леваний, в том числе и рака яичников [1], который занимает пятое место по смертности от онкопатоло-
гий среди женщин [2]. Детекция на основе нанопроводных биосенсоров (НП-биосенсоров) представляет 
собой перспективный подход, который позволяет проводить прямое безметочное обнаружение биомар-
керов в режиме реального времени с субфемтомолярной чувствительностью [3]. Основным элементом 
НП-биосенсора является чип с попарно расположенными 10 чувствительными элементами – кремниевы-
ми нанопроводами n-типа проводимости. 

В данной работе были исследованы две системы: (1) модельный 1 мМ калий-фосфатный буферный 
раствор, содержащий ДНК-олигонуклеотиды (оДНК) – синтетические аналоги микроРНК-21, микроР-
НК-141, микроРНК-200a, ассоциированных с развитием рака яичников; (2) буферный раствор, содержащий 
микроРНК, выделенные из образцов плазмы крови пациентов. Предварительно поверхность кремниевых 
нанопроводов была химически модифицирована и сенсибилизирована с помощью ковалентной иммоби-
лизации молекулярными оДНК-зондами, комплементарными к целевым молекулам. 

При исследовании системы (1) были проанализированы буферные растворы, содержащие оДНК в 
концентрационном диапазоне 10-17 - 10-14 М. Минимальная концентрация оДНК, которую удалось зареги-
стрировать, составила 1,1Χ10-16 М. В контрольных экспериментах при исследовании буферного раствора, 
не содержащего оДНК, изменение уровня сигнала от нанопроводов составило 1-2% относительно исход-
ного уровня.

При исследовании системы (2) были проанализированы буферные растворы, содержащие микроРНК, 
выделенные из образцов плазмы крови пациентов с диагнозом рак яичников. Было продемонстрирова-
но, что НП-биосенсор позволяет регистрировать уменьшение уровня сигнала при анализе образцов, со-
держащих микроРНК, выделенных из плазмы крови пациентов с диагнозом рак яичников, относительно 
сигнала, зарегистрированного при анализе образцов микроРНК, выделенных из плазмы крови пациента 
с диагнозом рак молочной железы и плазмы крови условно-здоровых добровольцев. Данные результа-
ты позволяют сделать вывод о наличии биоспецифического взаимодействия между оДНК-зондами и це-
левыми молекулами микроРНК в анализируемом образце. Таким образом, представленные результаты 
показывают, что НП-биосенсор, в перспективе, может быть использован для прямой безметочной диагно-
стики онкологических заболеваний в режиме реального времени.

Работа выполнена в рамках проекта по созданию и развитию научных центров мирового уровня «Циф-
ровой дизайн и персонализированное здравоохранение» при финансовой поддержке Министерства образо-
вания и науки Российской Федерации (соглашение No 075-15-2022-305)
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In this work, the detection of microRNAs associated with ovarian cancer in buffer solutions at ultra-low concentrations 
(10-17 - 10-14 М), and in plasma samples has been carried out using a nanowire biosensor. The results of this work 
can be used in the development of highly sensitive systems for early diagnosis of ovarian cancer.  

Key words: ovarian cancer, microRNA, biomarkers, nanowire, biosensor

In the literature, microRNAs were reported to be biomarkers of various cancer pathologies, including ovarian 
cancer [1]. The latter is the fifth leading cause of cancer mortality in women [2]. Application of nanowire biosensors 
(NW-biosensors) represents a promising approach, which enables direct label-free detection of biomarkers in real 
time with subfemtomolar sensitivity [3]. The main element of NW-biosensor is a chip with 10 sensing elements – 
silicon nanowires of n-type conductivity – arranged in pairs.

Herein, two systems were investigated: (1) a model 1 mM potassium-phosphate buffer solution containing DNA 
oligonucleotides (oDNA) – synthetic analogues of microRNA-21, microRNA-141, and microRNA-200a, which are 
associated with the development of ovarian cancer; (2) a buffer solution containing microRNA extracted from the 
patients' plasma samples. The surface of silicon nanowires was chemically modified, and sensitized by covalent 
immobilization of molecular oDNA probes complementary to the target molecules.

In experiments with the system (1), buffer solutions containing oDNA in the concentration range from 10-17 
to 10-14 М were analyzed. The minimum detectable concentration of target oDNA was 1.1Χ10-16 M. In the blank 
experiments, the change in signal level from the nanowires was 1-2% relative to the baseline in the study of buffer 
solution containing no target DNA.

In experiments with the system (2), buffer solutions containing microRNA isolated from plasma samples of 
patients suffering from ovarian cancer were analyzed. It has been demonstrated that the NW-biosensor can register 
a decrease in the signal level upon analysis of the samples containing microRNA isolated from plasma of ovarian 
cancer patients — relative to the signal obtained with the samples of microRNA isolated from plasma of either a 
breast cancer patient or conditionally healthy volunteers. These results allow us to draw a conclusion about the 
presence of biospecific interaction between the oDNA probes and the target microRNA molecules in the analyzed 
solution. Thus, the results obtained indicate that in perspective, the NW-biosensor can be used in direct real-time 
label-free revelation of cancer.

This work was carried out within the framework of the project on creation and development of world-class 
research centers "Digital Design and Personalized Healthcare" with the financial support of the Ministry of Education 
and Science of the Russian Federation (Agreement No 075-15-2022-305)
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК, 
АССОЦИИРОВАННАЯ С ЭКСПРЕССИЕЙ МАРКЕРА  
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК CD133 
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Показана четкая взаимосвязь между экспрессией CD133 и пролиферативными, а также клоногенными 
свойствами клеток опухолевых линий Caco2 и HT-29. При этом устойчивости популяций клеток с различ-
ным уровнем экспрессии CD133 к действию цисплатина не отличались. 

Ключевые слова: клеточная гетерогенность опухолей; клеточная пролиферация; клоногенный тест; рако-
вые стволовые клетки; CD133; химиотерапия опухолей.

Клеточная гетерогенность опухолей является одной из главных причин устойчивости онкологических 
заболеваний к классическим формам терапии. Наиболее агрессивной популяцией опухолевых клеток яв-
ляется популяция раковых стволовых клеток (РСК), которая, как считается, ответственна за метастази-
рование опухоли и ее рецидивы. CD133 – один из наиболее известных маркеров нормальных стволовых 
клеток и РСК, который используется для их выделения и изучения. В своей работе мы показали корреля-
цию между повышенной экспрессией CD133 в клетках линий колоректального рака Caco2 и HT-29 и их по-
вышенной пролиферативной и клоногенной активностью. Так с помощью клоногенных тестов было уста-
новлено, что отсортированные с помощью FACS клетки с фенотипом CD133+/high линий Caco2 и HT-29 дают 
в 1.9 и 1.5 раза больше колоний, нежели клетки с фенотипом CD133-/low, причем размер этих колоний в 1.8 и 
1.6 раз больше. Таким образом, эти результаты соответствуют литературным данным о повышенной тумо-
рогенности РСК in vivo, что подчеркивает применимость моделей in vitro в изучении свойств РСК. Помимо 
этого, мы показали, что популяции CD133+/high и CD133-/low обеих линий могут восстанавливать гетерогенный 
фенотип в течение нескольких недель. Это также согласуется с литературными данными, отмечающими 
пластичность природы РСК и, в частности, транзиторный характер экспрессии CD133. Интересно, что в 
тестах in vitro мы не смогли продемонстрировать повышенную хеморезистентность популяции CD133+/high 

к действию цисплатина по сравнению с популяцией CD133-/low ни в одной из двух клеточных линий. Исходя 
из полученных данных, можно предположить, что CD133 участвует в регуляции пролиферативных и кло-
ногенных свойств РСК и при этом не является маркером ответственным за повышенную резистентность 
этой популяции к действию химиотерапии.  

Работа выполнена в рамах Программы фундаментальных научных исследований в Российской Феде-
рации на долгосрочный период (2021 - 2030 годы) (№ 122022800499-5).
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We showed direct correlation between the expression of CD133 and proliferative, as well as clonogenic properties 
of cells in cancer cell lines Caco2 and HT-29. At the same time, we did not show differences in cisplatin resistance 
between cell population with different level of CD133 in these cell lines.

Key words: cancer cell heterogeneity; cell proliferation; clonogenic assay; cancer stem cells; CD133; 
chemotherapy of tumors.

Cancer cell heterogeneity is one of the main reasons for oncological diseases resistance to traditional cancer 
treatment. The most aggressive population of tumor cells is the cancer stem cells (CSCs) population, which is thought 
to be responsible for tumor metastasis and recurrence. CD133 is one of the most well-known markers of normal stem 
cells and CSCs, which is used for their isolation and study. In our work, we have shown a correlation between high 
expression of CD133 in colorectal cancer cell lines Caco2, HT-29 and increased proliferative and clonogenic activity of 
cells. Using clonogenic assays we showed that sorted by FACS Caco2 and HT-29 CD133+/high cells give rise to 1.9 and 
1.5 times more colonies than CD133-/low cells and the size of these colonies is 1.8 and 1.6 times larger. Thus, these 
results correspond to the literature data on increased tumorigenicity of CSCs in vivo, which highlights the applicability 
of the in vitro models for CSCs studying. In addition, we have shown that the CD133+/high and CD133-/low populations of 
both cell lines can restore a heterogeneous phenotype within a few weeks. This is also consistent with the literature 
data indicating the plasticity of the nature of CSCs and, in particular, the transient nature of CD133 expression. 
Interesting, that the results of the in vitro assays were not able to demonstrate increased chemoresistance to cisplatin 
of the CD133+/high population compared to the CD133-/low population in both cell lines. Based on the obtained data, we 
can assume that CD133 is involved in the regulation of the proliferative and clonogenic properties of CSCs and is not 
a marker responsible for the increased resistance of this population to chemotherapy.

The work was carried out within the framework of the Program of Fundamental Scientific Research in the 
Russian Federation for the long - term period (2021-2030) (No. 122022800499-5).

УДК 577.112:616-074  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-91-93

АНТИПЕПТИДНЫЕ АНТИТЕЛА В ЭПОХУ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ: 
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Рассмотрены области применения антипептидных антител, в которых использование моноклональных 
антител невозможно или малоперспективно. Приведены примеры успешного применения антипептидных 
антител в диагностике опухолевого поражения тканей, исследованиях метаболической модификации и 
конформационных переходов белков. 

Ключевые слова: антипептидные антитела; изоформы белков; посттрансляционные модификации; 
пептидные гаптены

Антипептидные антитела направлены против определенного фрагмента белковой молекулы или про-
тив свободного пептида. Как правило, это поликлональные антитела. В эпоху широкого доступа моно-
клональных антител применение поликлональных антипептидных антител остается актуальным в сле-
дующих областях: 1) для выявления белков, которые не могут быть получены в количествах, требуемых 
для иммунизации, но их аминокислотные последовательности известны; 2) для получения антител против 
токсинов полипептидной природы; 3) для получения антител против белков, обладающих высокой кон-
сервативностью у высших животных; 4) для селективного выявления изоформ белков с очень похожими 
аминокислотными последовательностями, когда получение селективных моноклональных антител прак-
тически невозможно; 5) для получения антител, выявляющих одновременно группы белков с одинако-
выми структурными элементами, включая посттрансляционные модификации аминокислотных остатков; 
6) для картирования сайтов взаимодействия в мультибелковых комплексах и сайтов, изменяющих свою 
пространственную структуру при конформационных переходах в молекулах белков. 

В процессе получения антипептидных антител важную роль играет выбор пептидных гаптенов/анти-
генных детерминант,с которыми должны будут связываться получаемые антитела. Для этого использу-
ется набор методов анализа аминокислотных последовательностей изучаемых белков с целью подбора 
фрагментов, специфичных для данного белка или общих для группы родственных белков. Если необхо-
димо выявление нативных белков либо мультибелковых комплексов, требуется отбор фрагментов, ло-
кализованных на поверхности молекул. К антипептидным антителам следует относить и такие, которые 
получены против целых белков, но аффинно очищены на сорбентах с пептидными лигандами.
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 Примеры использования антипептидных антител. 1) Был получен препарат антипептидных антител, 
селективно выявляющих изоформу 2 фактора элонгации трансляции человека eEF1A, имеющую степень 
сходства аминокислотной последовательности 97% с изоформой 1 того же фактора.С помощью данных 
антител подтверждено появление изоформы eEF1A2 вместо eEF1A1 в клетках ряда опухолей(1). Выявле-
ние этой изоформы в морфологически нормальных клетках, окружающих опухоль, может быть маркером 
начинающейся малигнизации (2). 2) С помощью антител, полученных против глутарилированного мо-
дельного белка и очищенных на дипептидном сорбенте с глутариллизином, было подтверждено  метабо-
лизм-зависимое глутарилирование белков в печени и мозге крыс (3). 3) С помощью пептид-специфичных 
антител выявлен фрагмент молекулы цитохрома Р450101, изменяющий свою конформацию при удалении 
гема из молекулы белка.

В качестве источника антипептидных антител могут использоваться любые лабораторные животные, 
однако как наиболее перспективных для получения антител в больших объемах, что важно для иммуноди-
агностики, следует отметить кур. У птиц антитела, в том числе и получаемые путём иммунизации.экскре-
тируются в желток яйца, откуда могут быть выделены с помощью простых и дешевых процедур. Иммуни-
зированные куры-несушки могут использоваться как живая фабрика по выработке специфичных антител.   

Таким образом, применение антипептидных, точнее, пептид-специфичных антител не теряет актуаль-
ности как в научных исследованиях, так и в иммунодиагностике.     

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Фе-
дерации на долгосрочный период (2021 - 2030 годы).
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The areas of application of antipeptide antibodies in which the use of monoclonal antibodies is impossible or 
unpromising are considered. Examples of successful use of antipeptide antibodies in the diagnostics of tumor 
tissue damage, studies of metabolic modification and conformational transitions of proteins are given. 

Key words:  antipeptide antibodies; protein isoforms; posttranslational modifications; peptide haptens

Anti-peptide antibodies are directed against a certain fragment of a protein molecule or against a free peptide. 
As a rule, they are polyclonal. Как правило, это поликлональные антитела. In the era of widespread availability 
of monoclonal antibodies, the use of polyclonal antipeptide antibodies remains relevant in the following areas: 
1) for the identification of proteins that cannot be obtained in the amounts required for immunization, however, 
their amino acid sequences are known; 2) for the preparation of antibodies against toxins of polypeptide nature; 
3) for the preparation of antibodies against proteins highly conserved for higher animals; 4) for the selective 
identification of protein isoforms with highly similar amino acid sequences, when the preparation of selective 
monoclonal anibodies is practically impossible; 5) for the preparation of antibodies that simultaneously detect 

groups of proteins with the same structural elements, including posttranslational modifications of amino acid 
residues;  6) for the mapping of interaction sites in multiprotein complexes and sites that change their spatial 
structure during conformational transitions in protein molecules.

 While preparing anti-peptide antibodies, the selection of peptide haptens /antigenic determinants with which 
the resulting antibodies will have to bind plays an important role. To do this, a set of methods is used to analyze 
amino acid sequences of the studied proteins in order to select fragments specific to this protein or common to a 
group of related proteins. If it is necessary to identify native proteins or multi-protein complexes, fragments localized 
on the surface of molecules should be selected. Antipeptide antibodies should also include those obtained against 
whole proteins, but affinity purified on sorbents with peptide ligands.

Examples of antipeptide antibody applications. 1) A preparation of antipeptide antibodies, which selectively 
detected  isoform 2 of the human translation elongation factor eEF1A, was obtained, The eEF1A2 isoform has a 
degree of similarity of 97% with the amino acid sequence of isoform 1 of the same factor. With the help of these 
antibodies, the appearance of the isoform eEF1A2 instead of eEF1A1 in cells of a number of tumors was confirmed 
(1). The detection of this isoform in morphologically normal cells surrounding the tumor may be a marker of 
emerging malignancy (2). 2) Antibodies prepared against a glutarylated model protein and purified on the dipeptide-
based sorbent with glutaryllysine helped  to confirm metabolically dependent protein glutarylation in rat liver and 
brain (3). 3) With the use of peptide-specific antibodies cytochrome P450101 sequence fragment was revealed that 
changed its conformation while heme removal from the protein molecule. 

Any laboratory animals can be used as sources of antipeptide antibodies. However, hens should be considered 
as the most prospective animals for obtaining high amounts of antibodies, important for diagnostic means. Birds 
secrete antibodies to egg yolk, including those obtained by immunization; the antibodies can be extracted with the 
help of simple and cheap procedures. Immunized egg-laying hens can be used as a living “plant” for the specific 
antibody preparation. 

Hence the use of antipeptide,or more exactly,pepide-specific antibodies does not lose relevance both in 
scientific research and in immunodiagnostics. 

The work was performed within the framework of the Program for Basic Research in the Russian Federation for 
a long-term period (2021-2030).
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ПОДХОДЫ К ПОВЫШЕНИЮ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЭЛЕКТРОКАТАЛИЗА 
ЦИТОХРОМА P450 3А4 НА ОСНОВЕ НЕКОВАЛЕНТНЫХ КОМПЛЕКСОВ  
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С целью повышения эффективности электрокатализа была разработана электрохимическая система на 
основе цитохрома P450 3A4 и флавинов, позволяющая увеличить выход продукта цитохром P450 3A4-за-
висимого N-деметилирования эритромицина. Увеличение каталитической активности цитохрома P450 
3A4 достигало 35, 71 и 103 %, по сравнению с системами без использования флавинов. 
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Цитохромы P450 - класс ферментов, ответственных за превращение обширного количества субстра-
тов, в том числе лекарственных веществ. Основным преимуществом цитохромов P450 в качестве биока-
тализаторов можно назвать широкое разнообразие типов химических реакций, катализируемых ими, в 
том числе активацию С-С и С-H связей, а также стереоселективность катализа. В данном исследовании, 
был разработан подход, основанный на моделировании каталитического цикла цитохрома P450 в природ-
ных микросомальных системах. 

Для создания электрохимических систем были использованы печатные графитовые электроды (ПГЭ), 
модифицированные дидодецилдиметиламмоний бромидом (ДДАБ), моделирующим на электроде фосфо-
липидный бислой. В качестве медиаторов переноса электронов были выбраны рибофлавин (Rf), ФМН и 
ФАД с соотношением концентраций флавинов и цитохрома P450 3A4 (CYP3A4) 1:1. Относительная элек-
трокаталитическая активность определялась по накоплению продукта цитохром P450 3A4-зависимого 
N-деметилирования эритромицина.

В присутствии флавинов увеличивается количество электроактивного белка на поверхности электрода.

Таблица 1. Электрохимические характеристики комплексов цитохрома P450 3A4  
и флавинов на ПГЭ/ДДАБ и значения относительной эффективности катализа. 

Электрод E, В I,  
A×10-7

Количество электро-
активного белка  

Г0, моль/см2 ×10-11 [1]

Относительная 
каталитическая 

активность (%) [2]
ПГЭ/ДДАБ/
CYP3A4 -0,462±0,012 -6,34±0,09 3,60±0,31 100±18

ПГЭ/ДДАБ/
CYP3A4+Rf -0,452±0,011 -8,18±0,12 4,89±0,33 135±6

ПГЭ/ДДАБ//
CYP3A4+ФАД -0,462±0,015 -9,43±0,25 5,55±0,42 171±15

ПГЭ/ДДАБ//
CYP3A4+ФМН -0,462±0,01 -8,77±0,17 5,18±0,54 203±10

По результатам, полученным в данном исследовании, можно сделать вывод, что моделирование элек-
трон-транспортной цепи на электроде путем образования нековалентного комплекса флавинов (как ком-
понентов редуктазы) и цитохрома Р450 3А4 способствует повышению эффективности электрокатализа.

Работа выполнена в рамках проекта по созданию и развитию научных центров мирового уровня 
«Цифровой дизайн и персонализированное здравоохранение» при финансовой поддержке Министерства 
образования и науки Российской Федерации (соглашение No 075-15-2022-305)
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In order to increase efficiency of electrocatalysis, an electrochemical system based on the cytochrome P450 3A4 
was developed, which makes it possible to increase the yield of the product of cytochrome P450 3A4-dependent 

N-demethylation of erythromycin. The increase in the catalytic activity of cytochrome P450 3A4 reached 35, 71 and 
103% compared to systems without the use of flavins.

Key words: cytochrome P450 3A4, flavins, electrochemical analysis, erythromycin.

Cytochromes P450 are class of enzymes responsible for the transformation of a wide range of substrates, 
including drugs. The main advantage of cytochromes P450 as biocatalysts is the vast number of types of chemical 
reactions catalyzed by them, including the activation of C-C and C-H bonds, as well as stereoselectivity of catalysis. 
In this study, an approach based on the modeling of the cytochrome P450 catalytic cycle in natural microsomal 
systems was developed.

To create electrochemical systems screen printed electrodes (SPE) modified with didodecyldimethylammonium 
bromide modeling on the electrode phospholipid bilayer were used. As electron transfer mediators were chosen 
riboflavin (Rf), FMN and FAD with a 1:1 concentration ratio of flavins and cytochrome P450 3A4 (CYP3A4). The 
relative electrocatalytic activity was defined by the accumulation of the product of cytochrome P450 3A4-dependent 
N-demethylation of erythromycin.

In the presence of flavins, the amount of electroactive protein on the electrode surface increases.

Table 1. Electrochemical characteristics of complexes of cytochrome P450 3A4  
and flavins on SPE/DDAB and values of relative efficiency of catalysis.

Electrode E, V I,  
A×10-7

Amount of 
electroactive protein

Г0, mol/cm2 [1]

Relative 
electrocatalytic 
activity (%) [2]

SPE/DDAB/ 
CYP3A4 -0.462 -6.34 3.60×10-11 100±18

SPE/DDAB/
CYP3A4+Rf -0.452 -8.18 4.89×10-11 135±6

SPE/DDAB/
CYP3A4+FAD -0.462 -9.43 5.55×10-11 171±15

SPE/DDAB/
CYP3A4+FMN -0.462 -8.77 5.18×10-11 203±10

Based on results obtained in this study, it can be concluded that the modeling of the electron-transpot chain on 
the electrode by formation non-covalent complex of flavins (as components of reductase) and cytochrome P450 
3A4 promotes efficiency of electrocatalysis.

This work was financed by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation within the 
framework of state support for the creation and development of World-Class Research Centers ‘Digital Biodesign 
and Personalized Healthcare’ (No 75-15-2022-305).
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Прямое электрохимическое определение фрагментов двунитевой ДНК, получаемых в результате полиме-
разной цепной или рекомбиназной полимеразной реакций с использованием в качестве субстрата де-
зоксиуридинтрифосфатов, модифицированных ароматической группой тирозина, было использовано для 
детекции возбудителя бактериоза картофеля Dickeya solani.

Ключевые слова: электрохимическая детекция, модифицированный дезоксиуридин, тирозин, амплифи-
кация, Dickeya solani

Бактерия Dickeya solani является крайне вредоносным возбудителем заболевания картофеля, извест-
ного как «черная ножка» или «мокрая гниль», которое может приводить к потере до 75% корнеплодов. 
Своевременное выявление D. solani может существенно снизить потери урожая. Полевая ДНК-диагности-
ка D. solani, основанная на селективной амплификации участка бактериального генома, требует развития 
технически простых подходов к детекции продуктов амплификации. Одним из таких подходов является 
использование электрохимических методов детекции на основе портативных, автономных и недорогих 
измерительных устройств. Однако применительно к определению продуктов амплификации ДНК, кото-
рые как правило представляют двунитевые ДНК-фрагменты, использование электрохимических методов 
(в частности, вольтамперометрии) сдерживается недоступностью остатков азотистых оснований внутри 
двойной спирали для электродных реакций. Ранее нами было показано, что данное ограничение может 
быть снято использованием в качестве субстрата для полимеразы производных 2'-дезоксиуридин-5'-три-
фосфата, модифицированных электроактивной ароматической группой тирозина (dUTP-Y) [1]. Целью на-
стоящей работы стало приложение данного подхода к вольтамперометрической детекции продуктов, по-
лучаемых в результате изотермической амплификации уникального для D. solani участка бактериального 
генома методом RPA (recombinase polymerase amplification, рекомбиназная полимеразная амплификация). 
Установлено, что использование dUTP-Y при оптимизации RPA не влияет существенно на её эффектив-
ность, но позволяет измерять количество ДНК-ампликонов (длиной ~150 пар оснований) методом ква-
дратно-волновой вольтамперометрии на печатных графитовых электродах по величине пика окисления 
ароматической группы тирозина при потенциалах 0.5–0.7 В. Кроме того, использование dUTP-Y в качестве 
субстрата в полимеразной цепной реакции (ПЦР) также позволило эффективно детектировать продукты 
амплификации участка генома D. solani (длиной ~400 пар оснований) методом квадратно-волновой воль-
тамперометрии. Полученные результаты открывают возможность разработки тестов для полевой детек-
ции фитопатогена комбинированием RPA или ПЦР в присутствии модифицированных дезоксиуридинтри-
фосфатов с технически простым электрохимическим определением продуктов амплификации. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства науки и высшего образования Россий-
ской федерации в рамках Федеральной научно-технической программы развития генетических технологий 
на 2019-2027 годы (соглашение №075-15-2021-1345, Уникальный идентификатор проекта RF-193021X0012).
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DIRECT ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF MODIFIED DNA AMPLICONS 
CARRYING AROMATIC TYROSINE GROUPS FOR THE DETECTION OF DICKEYA 
SOLANI – THE CAUSATIVE AGENT OF POTATO BACTERIOSIS
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Direct electrochemical determination of double-stranded DNA fragments obtained as a result of polymerase chain 
or recombinase polymerase reactions, using deoxyuridine triphosphates modified by the aromatic group of tyrosine 
as a substrate, was used to detect the causative agent of potato bacteriosis Dickeya solani.

Key words: electrochemical detection, modified deoxyuridine, tyrosine, amplification, Dickeya solani

The bacterium Dickeya solani is an extremely harmful pathogen of potato disease, known as "black leg" or 
"wet rot", which can lead to the loss of up to 75% of root crops. Timely detection of D. solani can significantly 
reduce crop losses. Field DNA diagnostics of D. solani, based on selective amplification of a section of the bacterial 
genome, requires the development of technically simple approaches to the detection of amplification products. 
One of such approaches is the use of electrochemical detection methods based on portable, autonomous and 
inexpensive measuring devices. However, with regard to the determination of DNA amplification products, which 
usually represent double-stranded DNA fragments, the use of electrochemical methods (in particular, voltammetry) 
is constrained by the unavailability of nitrogenous base residues inside the double helix for electrode reactions. 
We have previously shown that this restriction can be removed by using 2'-deoxyuridine-5'-triphosphate derivatives 
modified by the electroactive aromatic group of tyrosine (dUTP-Y) as a substrate for polymerase [1]. The aim of 
this work was to apply this approach to the voltammetric detection of products obtained as a result of isothermal 
amplification of a unique site of the D. solani bacterial genome by RPA (recombinase polymerase amplification). It 
was found that the use of dUTP-Y in optimized RPA does not significantly affect its efficiency, but allows measuring 
the number of DNA amplicons (~150 base pairs long) by square-wave voltammetry on printed graphite electrodes by 
the value of the peak oxidation of the aromatic group of tyrosine at potentials 0.5-0.7 V. In addition, the use of dUTP-Y 
as a substrate in the polymerase chain reaction (PCR) is also made it possible to effectively detect the amplification 
products of a section of the D. solani genome (~400 base pairs long) by square-wave voltammetry. The obtained 
results open up the possibility of developing tests for the field detection of phytopathogen by combining RPA or 
PCR in the presence of modified deoxyuridine triphosphates with technically simple electrochemical determination 
of amplification products.

The work was carried out with the financial support of the Ministry of Science and Higher Education of the 
Russian Federation within the framework of the Federal Scientific and Technical Program for the Development of 
Genetic Technologies for 2019-2027 (Agreement No. 075-15-2021-1345, Unique project identifier RF-193021X0012).
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В научном мире изучение Shh-сигналинга является одним из актуальных тем для исследований, поскольку 
это касается социально значимых заболеваний, таких как рак, Shh-сигналинг является одним из основных 
типов сигналинга в эмбриональных и опухолевых клетках. Исследования Shh-сигналинга могут дать инфор-
мацию о новых молекулярных мишенях, идеи для создания новых лекарственных препаратов, возможность 
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борьбы с лекарственной резистентностью. Стероидные молекулы непосредственно связаны с механизма-
ми регуляции активации Shh-сигналинга. Было выдвинуто предположение о том, что стероиды, сходные по 
структуре с холестерином или циклопамином, могут являться антогонистами или агонистами Shh-сигналинга.

Ключевые слова: Shh-сигналинг, рост опухолевых клеток, Hela, A549, Wi-38, HepG2, экспрессия генов Smo, 
Ptch1, Gli1. 

Целью работы является оценка влияния изоксазолов и их производных в клетках Hela, A549, Wi-38, 
HepG2 на уровень экспрессии генов белков Shh-сигнального пути. Исследования позволяют провести 
скрининг синтезированных производных изоксазолов, выявить наиболее действенные из них вещества 
и в дальнейшем проводить дополнительные исследования. Для поставленной цели необходимо решить 
следующие задачи: 

1. Оценить цитотоксичность изоксазолов и их производных на клетках Hela, A549, Wi-38, HepG2 
методом МТТ.
2. Оценить влияние изоксазолов и их производных на клеточный цикл линий Hela, A549, Wi-38, 
HepG2 методом проточной цитофлуориметрии с иодидом пропидия.
3. Изучить влияние наиболее активных соединений на экспрессию ключевых генов Shh-сигналин-
га: Smo, Ptch1, Gli1 методом ОТ-ПЦР реального времени в клетках Hela, A549, Wi-38, HepG2. 

621 - 17β-((3-(2-Hydroxypropan-2-yl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-3β-ol

634 - 3β-Hydroxy-17β-((3-(pyridin-3-yl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-ene

647 - (E)-1-((17R)-3β-Hydroxy-androst-
5-en-17-yl)-4-(methoxy(methyl)amino)
but-3-en-2-one

677 - (17R)-17-((3-(Chloromethyl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-
3β-ol

622 - 17β-((3-Butylisoxazol-5-yl)
methyl)-androst-5-en-3β-ol

638 - (17R)-17-((3-Phenylisoxazol-5-yl)
methyl)-androst-5-en-3β-ol

661 - 3-Cyclopropyl-5-(((17R)-3β-
hydroxy-androst-5-en-17-yl)methyl)-
4,5-dihydroisoxazol-5-ol

684 - 17β-((3-(Hydroxymethyl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-
3β-ol

В первую очередь было изучено воздействие исследуемых соединений на жизнеспособность и проли-
ферацию клеток методом МТТ.  Для исследования веществ были взяты клеточные линии Hela, A549, Wi-38 
и HepG2. Было установлено что соединения 621, 622, 634, 638 и 661 обладали цитотоксичностью. Наиболее 
токсичными в клеточной культуре Hela были соединения 621 и 622, в А549 – 634 и 638, в Wi-38 – 634 и 661, 
в HepG2 – 622. 

Воздействие стероидных производных изоксазолов на клеточный цикл было оценено методом про-
точной цитофлюориметрии с иодидом пропидия. в клетках Hela, A549, Wi-38 и HepG2. Исследуемые соеди-
нения не влияли на клеточный цикл в Hela, Wi-38 и HepG2, но в А-549 мы наблюдали увеличение апоптоза 
и G0/G1-фазы клеточного деления под воздействием веществ 634 и 638, соответственно.

На основе ОТ-ПЦР реального времени было показано, что стероидные производные изоксазолов вли-
яют на уровни экспрессии генов сигнального пути Shh. В клеточных линиях Hela и Wi-38 мы наблюдали 
активное ингибирование экспрессии ключевых генов Shh-сигналинга: Smo, Ptch1, Gli1. В А549 под воздей-
ствием вещества 634 уровень экспрессии генов Shh-сигналинга снижался, а при инкубации с соединени-
ем 638 - повышался. В клетках HepG2 наблюдалась тенденция к подавлению всех генов, по сравнению с 
контролем. 

Работа выполнена в рамках проекта по созданию и развитию научных центров мирового уровня «Циф-
ровой биодизайн и персонализированное здравоохранение» при финансовой поддержке Министерства об-
разования и науки Российской Федерации (соглашение No 075-15-2022-305), а также поддержана Белорус-
ским фондом фундаментальных исследований (грант X22Млдг-001).
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INFLUENCE OF STEROID ISOXAZOLES ON THE EXPRESSION OF KEY GENES 
OF THE SONIC HEDGEHOG CASCADE IN NORMAL AND CANCER CELLS
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In the scientific world, the study of Shh-signaling is one of the hot topics for research, as it concerns socially 
significant diseases such as cancer, Shh-signaling is one of the main types of signaling in embryonic and tumor 
cells. Studies of Shh-signaling can provide information about new molecular targets, ideas for creating new drugs, 
and the possibility of combating drug resistance. Steroid molecules are directly related to the mechanisms of 
regulation of Shh-signaling activation. It has been suggested that steroids similar in structure to cholesterol or 
cyclopamine may be antagonists or agonists of Shh-signaling.

Key words: Shh signaling, tumor cell growth, Hela, A549, Wi-38, HepG2, Smo, Ptch1, Gli1 gene expression.

The aim of this work is to evaluate the activity of isoxazoles and their derivatives in Hela, A549, Wi-38, HepG2 
cells on the level of expression of genes for Shh-signaling pathway proteins. Studies allow screening of the 
synthesized isoxazole derivatives, identifying the most effective of them, and further conducting additional studies. 
For this purpose it is necessary to solve the following tasks:

1. Evaluate the cytotoxicity of isoxazoles and their derivatives on Hela, A549, Wi-38, HepG2 cells by the 
MTT method. 
2. To assess the effect of isoxazoles and their derivatives on the cell cycle of Hela, A549, Wi-38, HepG2 
lines by flow cytometry with propidium iodide.
3. To study the effect of the most active compounds on the expression of key Shh-signaling genes: Smo, 
Ptch1, Gli1 by real-time RT-PCR in Hela, A549, Wi-38, HepG2 cells.
First of all, studied the effect of the compounds on cell viability and proliferation was studied by the MTT 

method. Cell lines Hela, A549, Wi-38 and HepG2 were taken for the study of substances. Compounds 621, 622, 634, 
638 and 661 were found to be cytotoxic. Compounds 621 and 622 were the most toxic in Hela cell culture, 634 and 
638 in A549, 634 and 661 in Wi-38, and 622 in HepG2. 
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The effect of steroid derivatives of isoxazoles on the cell cycle was evaluated by flow cytometry with propidium 
iodide. in cages Hela, A549, Wi-38 and HepG2. The test compounds did not affect the cell cycle in Hela, Wi-38 and 
HepG2, but in A-549 we observed an increase in apoptosis and the G0/G1 phase of cell division under the influence 
of substances 634 and 638, respectively.

Based on real-time RT-PCR, it was shown that steroid derivatives of isoxazoles affect the expression levels of 
Shh signaling pathway genes. In Hela and Wi-38 cell lines, we observed active inhibition of the expression of key 
Shh signaling genes: Smo, Ptch1, and Gli1. In A549, under the influence of substance 634, the level of expression of 
Shh-signaling genes decreases, and under the influence of 638, it increases. In HepG2 cells, there is a tendency to 
suppress all genes, compared with the control. 

 

621 - 17β-((3-(2-Hydroxypropan-2-yl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-3β-ol

634 - 3β-Hydroxy-17β-((3-(pyridin-3-yl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-ene

647 - (E)-1-((17R)-3β-Hydroxy-androst-
5-en-17-yl)-4-(methoxy(methyl)amino)
but-3-en-2-one

677 - (17R)-17-((3-(Chloromethyl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-
3β-ol

622 - 17β-((3-Butylisoxazol-5-yl)
methyl)-androst-5-en-3β-ol

638 - (17R)-17-((3-Phenylisoxazol-5-yl)
methyl)-androst-5-en-3β-ol

661 - 3-Cyclopropyl-5-(((17R)-3β-
hydroxy-androst-5-en-17-yl)methyl)-
4,5-dihydroisoxazol-5-ol

684 - 17β-((3-(Hydroxymethyl)
isoxazol-5-yl)methyl)-androst-5-en-
3β-ol
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ПРИМЕНЕНИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК  
В ДИАГНОСТИКЕ РАКА ПРОСТАТЫ: СИСТЕМАТИЧЕСКИЙ ОБЗОР 
Морозов А.О., Бабаевская Д.Б., Базаркин А.К., Malavaud B., Еникеев Д.В.
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Циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК), присутствующие в периферической крови – одна из главных 
причин рецидива онкологических заболеваний и метастазирования. В связи с этим они вызывают инте-
рес как у практикующих онкологов, так и у исследователей. Однако данные научных работ, посвященных 
ЦОК, широко не используются, оставаясь скрытым и, возможно, недооцененным инструментом в диагно-
стике и стратификации риска онкологических заболеваний.

Ключевые слова: систематический обзор, рак простаты, биомаркеры, диагностике, ЦОК, циркулирующие 
опухолевые клетки

Мы провели систематический обзор, чтобы обобщить использование в клинической практике ЦОК 
для ведения пациентов с раком простаты. Поиск литературы проведен в двух базах данных (Medline and 
Scopus) за последние 5 лет по запросу: (CTC OR “circulating tumor cells” OR “liquid biopsy”) AND prostate. 
Главным результатом анализа стало выявление прогностической ценности ЦОК в отношении прогрессии 
и выживаемости больных раком простаты. Также выявлено прогностическое значение ЦОК в отноше-
нии выбора терапии и обнаружения рака простаты. Касаемо метастатического рака простаты количество 
ЦОК являлось прогностическим маркером в рамках показателей выживаемости и ответа на лечение. Кон-
центрация ЦОК в значительной степени связана с показателями общей выживаемости и выживаемости 
без прогрессирования. Аналогично выявлена сильная обратная корреляция между общей выживаемо-
стью или выживаемостью без прогрессирования и концентрацией ЦОК. Пациенты с экспрессией AR-V7 
(Variant-7 androgen receptors) на ЦОК продемонстрировали слабый ответ на ингибиторы рецепторов ан-
дрогенового пути (ARS). Тем не менее это не влияло на положительный ответ этих пациентов на таксаны. 
У пациентов с локализованным раком простаты только обнаружение белка Cluster of Differentiantion 82 
(CD82+) коррелировало с более благоприятным прогнозом. Количество ЦОК и экспрессия AR-V7 показали 
себя как ценный биомаркер в отношении выживаемости пациентов с метастатическим раком простаты, 
а также в отношении ответа на ингибиторы ARS. Диагностические характеристики ЦОК в рамках выяв-
ляемости или скрининга и раннего обнаружения локализованного рака простаты недостаточно высоки, 
чтобы судить о их дополнительной прогностической ценности по сравнению с другими биомаркерами.
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A SYSTEMATIC REVIEW OF CIRCULATING TUMOR CELLS  
CLINICAL APPLICATION IN PROSTATE CANCER DIAGNOSIS
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Circulating tumor cells (CTC) present in peripheral blood and remain on of the main reason of cancer recurrence and 
metastasis. In this regard, they are of interest to both practicing oncologists and researchers. However, the robust 
science behind CTC has not been widely used, thereby remaining a latent and possibly undervalued instrument.
 
Key words: systematic review; prostate cancer; biomarker; diagnostic; CTC; circulating tumor cells

Here, we conducted a systematic review of CTCs in prostate cancer management to summarize their use in 
clinical practice. We performed a systematic literature search using two databases (Medline and Scopus) over 
the past five years and the following terms: (CTC OR “circulating tumor cells” OR “liquid biopsy”) AND prostate. 
The primary outcome was CTC predictive value for prostate cancer (PC) progression and survival. The secondary 
outcomes were the CTC predictive value for therapy response and the results of CTC detection depending on 
the assessment method. In metastatic PC, the CTC count showed itself to be a prognostic marker in terms of 
clinically important features, namely survival rates and response to treatment. CTC concentration was significantly 
associated with the overall survival and progression-free survival rates. A strong association between the overall 
survival or progression-free survival rate and CTC concentration could be observed. Variant-7 androgen receptors-
positive (AR-V7-positive) patients showed a poor response to androgen receptor signaling (ARS) inhibitors, but this 
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did not compromise their response to taxanes. In localized PC, only positive Cluster of Differentiantion 82 protein 
(CD82+) correlated with a higher survival rate. CTC count and AR-V7 expression showed itself to be a valuable 
biomarker for survival in metastatic PC and response to ARS-inhibitors. CTC diagnostic performance for localized 
PC or for screening and early detection is not high enough to show additional value over the other biomarkers.
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ОЦЕНКА ЛОКАЛИЗАЦИИ В ЛИЗОСОМАХ КЛЕТОК HT-1080 И MCF-7 
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В данной работе методом конфокальной микроскопии изучено накопление в лизосомах клеток HT-1080 
(СD13+) и MCF-7 (CD13-) хлорина е6, встроенного в фосфолипидные наночастицы с адресным фрагментом. 

Ключевые слова: хлорин Е6, наночастицы, конфокальная микроскопия, NGR-пептид.

Одним из направлений развития персонализированной терапии является снабжение противоопухоле-
вых агентов, в том числе фотосенсибилизаторов (ФС), системой доставки с адресным фрагментом. Важ-
ным этапом в изучении механизма действия разработанных систем является определение молекулярных 
мишеней для ФС. В данной работе методом конфокальной микроскопии исследовали внутриклеточную 
локализацию ФС в лизосомах клеток HT-1080 и MCF-7 после их обработки фосфолипидной композицией 
(NPh-Ce6-NGR) хлорина е6. Адресным фрагментом являлся NGR-содержащий пептид, специфичный к ами-
нопептидазе N (CD13) на поверхности опухолевых клеток.

Так, на культуре клеток MCF-7 (CD13-отрицательной) наблюдалось прохождение ФС в клетку, однако 
в лизосомах его накопление было незначительным (рис. 1а). При этом на клеточной культуре HT-1080 
(CD13-положительная) отчетливо видно, что при проникновении ФС внутрь клетки его локализация в ли-
зосомах была отмечена в большей степени по сравнению с клетками MCF-7 (рис. 1б). При этом активация 
хлорина е6 светом приводила к набуханию клеток и их быстрой гибели.

Рисунок 1. Накопление хлорина е6 в клетках MCF-7 (а) и HT-1080 (б).  
(1) – объединённое изображение, (2) – лизосомальный трекер (зеленый канал), (3) – композиция NPh-Ce6-NGR, 
(4) - контуры клеток – дифференциально-интерференционный контраст (красным отмечен синтетический канал 
колокализации). Масштаб – 50 мкм.

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Фе-
дерации на долгосрочный период (2021 - 2030 гг.) (№ 122030100170-5).

UDC 615.322  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-102-103
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In this work, the accumulation in lysosomes of HT-1080 (CD13+) and MCF-7 (CD13-) cells of chlorin e6 embedded 
in phospholipid nanoparticles with a targeted fragment was studied using confocal microscopy.

Key words: chlorin e6, nanoparticles, confocal microscopy, NGR peptide.

One of the directions in the development of personalized therapy is the supply of antitumor agents, including 
photosensitizers (PhS), with a delivery system with a targeted fragment. An important step in studying the 
mechanism of action of the developed systems is the determination of molecular targets for PhS. In this work, 
intracellular localization of PhS in lysosomes of HT-1080 and MCF-7 cells after their treatment with a phospholipid 
composition (NPh-Ce6-NGR) of chlorin e6 was studied using confocal microscopy. The target fragment was an 
NGR-containing peptide specific for aminopeptidase N (CD13) on the surface of tumor cells.

For example, in the MCF-7 cell culture (CD13-negative), PhS passed into the cell, but its accumulation in 
lysosomes was insignificant (Fig. 1a). At the same time, on the cell culture HT-1080 (CD13-positive), it is clearly 
seen that when PhS penetrated into the cell, its localization in lysosomes was noted to a greater extent compared 
to MCF-7 cells (Fig. 1b). At the same time, activation of chlorin e6 by light led to cell swelling and their rapid death.

Figure 1. Accumulation of chlorin e6 in MCF-7 (a) and HT-1080 (b) cells. (1) - combined image,  
(2) - lysosomal tracker (green channel), (3) - NPh-Ce6-NGR composition, (4) - cell contours - differential interference 
contrast (synthetic colocalization channel is marked in red). Scale is 50 µm.

The work was carried out within the framework of the Program of Fundamental Scientific Research in the 
Russian Federation for a long-term period (2021–2030) (№ 122030100170-5).
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Для фармакогеномных исследований проведен анализ механизмов взаимодействия ДНК с лекарствен-
ными препаратами.

Ключевые слова: электроанализ, ДНК, электроокисление, лекарственные препараты, фармакогеномика

Разработка неинвазивных моделей для фармакогеномики (изучения изменений характеристик ДНК и 
РНК, связанных с реакцией на лекарственные средства) представляет высокотехнологичное направление 
биоэлектрохимии. Выяснение механизма действия лекарства на ДНК как основного участника процессов 
транскрипции, трансляции, репликации и клеточного деления является одним из ключевых вопросов фар-
макогеномных исследований для понимания природы многих типов заболеваний, механизма действия 
лекарств на организм и разработки новых фармацевтических препаратов. ДНК является фармакологиче-
ской мишенью лекарственных препаратов с различной терапевтической направленностью, активно при-
меняемых в клинической практике. Исследованы электроаналитические характеристики двухцепочечной 
ДНК (дцДНК), а также комплексов дцДНК и противоопухолевого препарата абиратерона, противовирусно-
го препарата умифеновира и его формы, включенной в фосфолипидные наночастицы (умифеновир НФ), 
противотуберкулезного препарата рифампицина и их наноформ (рифампицин НФ), а также транспортных 
наносистем на основе растительных фосфолипидов с различным содержанием фосфатидилхолина. Сме-
щение потенциалов электроокисления аденина, гуанина и тимина в катодную или анодную область при 
образовании комплексов отражает механизм взаимодействия препаратов с дцДНК. Абиратерон и умифе-
новир не вызывали разрывы сахарофосфатного остова ДНК, что подтверждено отсутствием фрагментов 
ДНК с меньшей молярной массой при анализе электрофореграмм. Из экспериментальных данных рассчи-
таны электрохимические коэффициенты токсичности препаратов. 

Работа выполнена в рамках Программы фундаментальных научных исследований в Российской Фе-
дерации на долгосрочный период (2021 - 2030 годы) (№122030100168-2).
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For pharmacogenomic studies, an analysis of the mechanisms of interaction between DNA and drugs was 
carried out.

Key words: electroanalysis, DNA, electrooxidation, drugs, pharmacogenomics

The development of non-invasive models for pharmacogenomics (the study of changes in the characteristics 
of DNA and RNA associated with the response to drugs) is a high-tech direction in bioelectrochemistry. Elucidation 
of the mechanism of action of a drug on DNA as the main participant in the processes of transcription, translation, 
replication, and cell division is one of the key issues in pharmacogenomic research to understand the nature of 
many types of diseases, the mechanism of drug action on the body, and the development of new pharmaceuticals. 
DNA is a pharmacological target for drugs with various therapeutic purposes, which are actively used in clinical 
practice. The electroanalytical characteristics of double-stranded DNA (dsDNA), as well as complexes of dsDNA 
and the antitumor drug abiraterone, the antiviral drug umifenovir and its form incorporated into phospholipid 
nanoparticles (umifenovir NF), the antituberculosis drug rifampicin and their nanoforms (rifampicin NF), as well 
as transport nanosystems on based on plant phospholipids with different content of phosphatidylcholine. The 
shift of the electrooxidation potentials of adenine, guanine, and thymine to the cathode or anode region during the 
formation of complexes reflects the mechanism of drug interaction with dsDNA. Abiraterone and umifenovir did not 
cause breaks in the sugar-phosphate backbone of DNA, which was confirmed by the absence of DNA fragments 
with a lower molar mass in the analysis of electrophoregrams. From the experimental data, the electrochemical 
toxicity coefficients of drugs were calculated.

The work was performed within the framework of the Program for Basic Research in the Russian Federation for 
a long-term period (2021-2030) (№122030100168-2).
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Нарушение функционирования Hh-сигнального пути играет важную роль в канцерогенезе. Существу-
ет большое количество опухолей, в том числе плохо поддающихся лечению, в которых активирован 
этот путь [1]. Активация пути, происходит не только при воздействии лигандов SHH, DHH и IHH или 
мутациях в генах PTCH1, SMO, GLI1-3 и др., кодирующих основные компоненты пути, но и при воздей-
ствии различных цитокинов, медиаторов и факторов роста. Это происходит за счет наличия общих 
компонентов между Hh-сигнальным путей и другими путями, включая Wnt, ErbB, TGF-beta, VEGF и др. 
пути, как на уровне сигнальных каскадов, так и на уровне регуляции транскрипции генов [2,3] XTalkDB, 
http://www.xtalkdb.org). 

Ключевые слова: канцерогенез; Hedgehog pathway; механизмы развития опухолевых заболеваний; 

Целью нашей работы является поиск белков человека, включая рецепторы, киназы и транскрипцион-
ные факторы, которые могут оказывать влияние на (1) активность белков Hh-сигнального пути, (2) иссле-
дование молекулярных механизмов опухолевых заболеваний, с применением интеллектуального анализа 
текстов. Для извлечения наименований белков и их взаимодействий разработан подход, включающий 
следующие этапы: (1) извлечение наименований белков с применением метода условных случайных 
полей, наивного байесовского классификатора; (2) выявление взаимосвязей между наименованиями в 
тексте публикаций; (3) определение ключевых механизмов развития опухолевых заболеваний, в которые 
вовлечены извлеченные наименования из текстов публикаций.

С использованием методов интеллектуального анализа текстов публикаций с последующей провер-
кой полученных результатов вручную, мы идентифицировали известные белки и гены человека, которые 
относятся к Hh-сигнальному пути или влияют на его функционирование. Для достижения этой цели ав-
томатически были загружены коллекции текстов аннотаций статей, посвященные изучению механизмов 
взаимодействия белков SHH, DHH, IHH, GLI-1, GLI-2 и GLI-3 с другими регуляторными молекулами и роли 
их в сигнальных путях; всего было проанализировано свыше 5000 публикаций. С помощью алгоритма 
распознавания наименований белков на основе метода условных случайных полей (CRF) были извлече-
ны наименования белков, отличных от GLI1-3, и на основе правил - собственно наименования GLI1-3 и их 
возможные синонимы (синонимы GLI1-3 извлечены из БД Uniprot [4]. Часть текстов (~100) были проана-
лизированы на предмет возможных паттернов (напр., «regulated by», «activation of … by»), которые могут 
указывать на наличие взаимодействия и его направление. На основе этих паттернов были сформированы 
правила. Таким образом, если в пределах предложения встречалось хотя бы одно наименование GLI1-3 
или их синонимов, хотя бы одно наименование иного белка и паттерн, то пара взаимодействующих объек-
тов подвергалась дальнейшему анализу; при этом для белка, отличного от GLI1-3, проводилась дополни-
тельная верификация в базе знаний UniProt и по данным литературы. 

В результате, было идентифицировано более 6833 наименований белков, взаимодействующих с 
белками GLI1-3, включая активаторы и репрессоры экспрессии этих белков, и более 1253 наимено-
ваний белков, которые вовлечены в Hh-сигнальный путь, и могут быть ассоциированы с различными 
видами опухолей. 

Дополнительно, на следующем этапе были выявлены ассоциации между наименованиями белков 
GLI1-3, данными об экспрессии этих белков, и наименованиями онкологических заболеваний, а также мо-
лекулярными механизмами развития опухолей. Это позволило обогатить знания о видах опухолей, кото-
рые возникают при изменении экспрессии белков GLI1-3 как части Hh-сигнального пути. В результате про-
веденного анализа было выявлено, что основными механизмами, в которые вовлечены белки, которые 
могут взаимодействовать с GLI1-3 и белками Hh-сигнального пути являются: регуляция транскрипции по-
средством РНК-полимеразы II, регуляция ангиогенеза, регуляция ответа на инсулин, регуляция аутофагии, 
дифференцировки остеокластов.
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В результате проведенной работы нами были отобраны ключевые белки, взаимодействующие с бел-
ками семейства GLI1-3, выявлены ассоциации между уровнем экспрессии белков GLI1-3, различными опу-
холевыми заболеваниями, и механизмами развития этих заболеваний. 
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Dysfunction of the Hh signaling pathway plays an important role in cancer development. There are a number of 
tumors, including those that are difficult to treat, in which this pathway is activated [1]. Pathway activation occurs 
not only when exposed to SHH, DHH, and IHH ligands or mutations in the PTCH1, SMO, GLI1-3, etc. genes encoding 
the main components of the pathway, but also when exposed to various cytokines, mediators, and growth factors. 
This is due to the presence of common components between the Hh signaling pathways and other pathways, 
including Wnt, ErbB, TGF-beta, VEGF, and other pathways, both at the level of signaling cascades and at the level of 
regulation of gene transcription [2,3] XTalkDB , http://www.xtalkdb.org). 

Key words: cancer; Hedgehog pathway; mechanism of cancer development. 

The purpose of our study is to find human proteins including kinases receptors and transcription factors that 
can act on the activity of the proteins included in Hh-signal transduction pathway and identify potential molecular 
mechanisms of cancer diseases based on the automated analysis of scientific publications. To identify the proteins 
names and their interactions we used three-stages algorithm. First, we extracted named entities of proteins using 
conditional random fields; second, we identified interactions between names of proteins based on the rules; (3) 
identification of key molecular mechanisms of cancer diseases based on the gene ontology categories for the set 
of proteins that were extracted. 

Using methods of text analysis followed by further manual curation of the results, we identified known proteins 
included in Hh-pathway or influence on their functioning. To reach this goal, we collected a set of texts and genes 
that are relevant to the mechanisms of interactions for the proteins SHH, DHH, IHH, GLI-1, GLI-2 и GLI-3 with other 
molecules and their roles in signal pathways: totally, over 5000 publications were analyzed. Based on the conditional 
random fields algorithm we identified a set of proteins that are included in Hh-pathway, additionally, a set of GLI1-
3 proteins and their synonyms were extracted based on the templates (each template represented the name or 
synonym of GLI1-3 protein).

About 100 texts were analyzed and patterns were identified that represent an interaction between molecules 
(«regulated by», «activation of … by»). Based on these patterns the rules were built. The identification of interactions 
was performed based on the rules, if two names of proteins were found in the sentence, such a sentence was 
subjected to the analysis using a set of rules. 

As a result, we identified over 6833 names of proteins interacted with GLI1-3 proteins, including activators and 
repressors of expression, and over 1253 names of proteins that were involved in Hh-signalling pathway and may be 
associated with different types of cancers.

Additionally, at the second stage we identified associations between names of proteins GLI1-3, expression data 
on these proteins, names of cancer types, and molecular mechanisms of cancer development.

It can help enrich the knowledge about cancer types that are associated with proteins that are involved in Hh-
pathway. As a result, we identified that the most common mechanisms that are associated with an involvement 
of Hh-pathway in the molecular mechanisms of cancer are: transcription regulation via RNA polymerase II, 
angiogenesis regulation, regulation of cellular response to insulin stimulus, autophagy regulation, regulation of 
osteoclasts differentiation.  As a result, we identified key proteins interacting with GLI1-3, identified associations 
between proteins of Hh-pathway, types of cancer, and mechanisms of cancer development.
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В работе исследована функциональная роль отдельных структурных элементов бактериального антими-
кробного пептида PLB-196, относящегося к классу педиоцин-подобных бактериоцинов.

Ключевые слова: антимикробные пептиды, педиоцин-подобные бактериоцины, биоконсерванты, анти-
биотики.

Педиоцин-подобные бактериоцины представляют собой большой подкласс немодифицируемых бак-
териальных антимикробных пептидов, которые характеризуются наличием консервативного N-концевого 
мотива YGNG(V/L) (педиоцинового бокса) и выраженной активностью в отношении Listeria spp. Механизм 
антимикробного действия бактериоцинов этого подкласса основан на специфичном связывании с транс-
мембранным белковым комплексом Man-PTS, участвующим в транспорте и метаболизме углеводов у бак-
терий. Наличие у педиоцин-подобных бактериоцинов высокой антимикробной активности в отношении 
ряда пищевых патогенов и других возбудителей социально значимых заболеваний в сочетании с низкой 
токсичностью позволяет рассматривать их в качестве кандидатных соединений для разработки новых 
эффективных биоконсервантов в пищевой промышленности и антибиотиков в медицине и ветеринарии. 
Педиоцин-подобный бактериоцин PLB-196 из Lactobacillus acidophilus значительно отличается от осталь-
ных представителей этого подкласса длиной аминокислотной последовательности, расположением дис-
ульфидной связи и структурой педиоцинового бокса. Все это может существенно влиять на спектр анти-
микробной активности и механизм действия этого бактериоцина.

В данной работе мы исследовали антимикробную активность мутантных и укороченных вариантов 
PLB-196, полученных c помощью гетерологической экспрессии в клетках E. coli BL21 (DE3), с целью опре-
деления ключевых структурных элементов этого пептида, необходимых для проявления его антимикроб-
ной активности. В отличие от других педиоцин-подобных бактериоцинов, рекомбинантный PLB-196 обла-
дает более широким спектром антимикробной активности, включая действие на штаммы Lactococcus 
spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Mycobacterium phlei, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, 
Micrococcus luteus и Staphylococcus aureus. Однако, ни PLB-196, ни его мутантный вариант с «классической» 
структурой педиоцинового бокса не проявляют активности в отношении Listeria monocytogenes EGD. Обна-
ружено, что наличие дисульфидной связи и N-концевого педиоцинового бокса не является обязательным 
для проявления активности пептидом PLB-196, но удаление этих структурных элементов снижает значе-
ния минимальной ингибирующей концентрации (МИК) пептида в отношении чувствительных штаммов 
бактерий в 2-4 раза. Варианты PLB-196, укороченные на 19–25 C-концевых остатков, теряют активность в 
отношении протестированных штаммов Escherichia coli, Acinetobacter baumannii и Pseudomonas aeruginosa, 
что может говорить об особой важности этой части молекулы для действия на грамотрицательные бакте-
рии. Исходя из полученных в данной работе результатов, мы предполагаем, что механизм антимикробного 
действия PLB-196 отличается от механизма действия других педиоцин-подобных бактериоцинов.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РНФ в рамках научного проекта № 22-14-00380.
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The functional role of individual structural elements of the bacterial antimicrobial peptide PLB-196, which belongs 
to the class of pediocin-like bacteriocins, has been studied in this work.

Key words: antimicrobial peptides, pediocin-like bacteriocins, biopreservatives, antibiotics.

Pediocin-like bacteriocins are a large subclass of unmodified bacterial antimicrobial peptides characterized by 
a conserved N-terminal YGNG(V/L) motif (pediocin box) and potent activity against Listeria spp. The mechanism 
of antimicrobial action of bacteriocins of this subclass is based on specific binding to the transmembrane protein 
complex Man-PTS, which is involved in the transport and metabolism of carbohydrates in bacteria. The presence 
of high antimicrobial activity in pediocin-like bacteriocins against a number of foodborne pathogens and other 
pathogens of socially significant diseases, combined with low toxicity, allows us to consider them as candidate 
compounds for the development of new effective biopreservatives in the food industry and antibiotics in medicine 
and veterinary medicine. The pediocin-like bacteriocin PLB-196 from Lactobacillus acidophilus differs significantly 
from other representatives of this subclass in the length of the amino acid sequence, the location of the disulfide 
bond, and the structure of the pediocin box. All this can significantly affect the spectrum of antimicrobial activity 
and the mechanism of action of this bacteriocin.

In this work, we studied the antimicrobial activity of mutant and truncated PLB-196 variants obtained by 
heterologous expression in E. coli BL21 (DE3) cells in order to determine the key structural elements of this peptide 
required for the manifestation of its antimicrobial activity. PLB-196 has a broader spectrum of antimicrobial 
activity, including action against strains of Lactococcus spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Mycobacterium phlei, 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus. However, both 
recombinant PLB-196 and its mutant variant with “repaired” (canonical) pediocin box showed no activity against 
Listeria monocytogenes EGD. It was found that the presence of a disulfide bond and an N-terminal pediocin box 
is not necessary for the activity of the PLB-196, but the removal of these structural elements reduces the values 
of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the peptide against sensitive bacterial strains by 2-4 times. PLB-
196 variants truncated by 19-25 C-terminal residues lose their activity against the tested strains of Escherichia 
coli, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa, which may indicate the particular importance of this 
part of the molecule for the action against gram-negative bacteria. Based on the results obtained in this work, we 
assume that the mechanism of antimicrobial action of PLB-196 differs from the mechanism of action of other 
pediocin-like bacteriocins.

The work was supported by RSCF, the project number 22-14-00380.
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НОВАЯ КОМПОЗИЦИЯ НА ОСНОВЕ СКВАЛЕНА КАК ПЕРСПЕКТИВНЫЙ 
АДЪЮВАНТ СУБЪЕДИНИЧНЫХ ВАКЦИН
Волосникова Е.А., Щербаков Д.Н., Ермолаев В.В., Волкова Н.В., Даниленко Е.Д.

ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, 630559, Россия, НСО, р.п. Кольцово
e-mail: volosnikova_ea@vector.nsc.ru

Разработана адъювантная система на основе сквалена с модификациями по составу. Предложено 2 ва-
рианта состава адъювантов. Показано, что использование предложенной системы позволяет увеличить 
иммуногенность антигена на примере субъединичной вакцины на основе RBD S белка коронавируса в 4 
раза по сравнению с использованием классического адъюванта на основе гидроокиси алюминия.

Ключевые слова: адъювант, сквален, антиген, иммуногенность, фосфолипиды, эмульсия.

Рекомбинантные вакцины, более безопасны, чем классические, однако, в силу невысокой иммунно-
генности требуют введения в состав адъювантов. Адъюванты на основе сквалена (MF59 и AS03) разреше-
ны для клинического применения в странах Северной Америки и Европы и используются в составе вакцин 
против гриппа А/H1N1, H5N1 – «Fluad™», «Grifor®».

Поскольку сквален – гидрофобное вещество, то применение его как адъюванта требует адаптации 
к гидрофильной среде. Известны методы приготовления масляных адъювантов путём создания эмуль-
сий. Так, для создания адъюванта на основе сквалена нами были разработаны эмульсии, относящиеся 

к эмульсиям I рода, или тип «масло в воде». Для достижения компромисса между эффективностью адъ-
юванта и раздражением иммунной системы необходима отработка способа получения эмульсии с опти-
мальным размером капель и их консистенции. 

Руководствуясь этими соображениями, мы разработали адъюванты на основе сквалена. Было полу-
чено 2 варианта эмульсий. В первом варианте наряду со скваленом в качестве дополнительных компо-
нентов были использованы фосфолипиды, во втором варианте для получения гидрофобной фазы исполь-
зовали сквален и α-токоферол ацетат. После объединения гидрофильной и гидрофобной фаз проводили 
диспергирование частиц гидрофобной фазы. После этого к полученной адъювантной системе добавляли 
целевой антиген - белок RBD коронавируса SARS-CoV-2 из расчёта 250 мкг белка на мл состава.

Для оценки биологической эффективности полученных адъювантов использовали самцов мышей 
линии Balb/c в количестве 36 животных, массой 16-18 г. Эксперименты были одобрены Биоэтической ко-
миссией ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (ГНЦ ВБ «Вектор»/10-09.2020, утвержден протоколом 
Биоэтической комиссии №5 от 01.10.2020).

Мышей иммунизировали двукратно с интервалом 14 суток внутримышечно в дозе 50 мкг (по бел-
ку) в объеме 200 мкл на животное. В качестве положительного контроля использовали мышей, которым 
вводили RBD с добавлением гидроксида алюминия. Отрицательным контролем служили мыши, которым 
вводили физиологический раствор. Через 10 суток после второй иммунизации из ретроорбитального си-
нуса брали образец крови для оценки гуморального иммунного ответа. Сыворотку получали путём ин-
кубирования крови в течение 1 часа при 37ºС и 20 часов при 4ºС с последующим отделением сгустка 
центрифугированием в течение 10 мин при 5000g. Титры специфических антител измеряли при помощи 
ИФА с использованием в качестве антигенов рекомбинантного RBD и тримеров S белка SARS-CoV-2 трех 
вариантов, B 1.1.7, B. 1.617.2, B. 1.1.529. Оценку антител блокирующих взаимодействие RBD c ACE2 прово-
дили при помощи конкурентного ИФА.

В ходе работы было показано, что использование адъювантов на основе сквалена позволило увели-
чить иммуногенность RBD. Средние титры специфических антител в опытной группе в 4 раза превышали 
аналогичные титры для группы, иммунизированной RBD с добавлением алюминия гидроксида. При этом 
антитела распознавали эпитопы RBD в составе S белка коронавируса. На основании этих данных можно 
заключить, что предложенная адъювантная система по иммуногенному потенциалу является альтернати-
вой существующим системам, таким как гидроокись алюминия.

Работа выполнена в рамках государственного задания, Тема ГЗ-1/22 «Поиск и фармако-токсикологи-
ческое исследование новых вакцинных адьювантов».
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A NEW SQUALENE-BASED COMPOSITION  
AS A PROMISING ADJUVANT OF SUNUNIT VACCINES
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A squalene-based adjuvant system with modifications in its formulation was created. Two variants of an adjuvant 
formulation were proposed. It was shown that the use of the proposed system helps to enhance immunogenicity of 
an antigen in a subunit vaccine based on RBD of spike protein (S) of SARS-CoV-2 by 4-fold compared to the use of 
a classical aluminum hydroxide-based adjuvant.

Key words: adjuvant, squalene, antigen, immunogenicity, phospholipids, emulsion.

Recombinant vaccines are considered safer than attenuated ones, however, due to their low immunogenicity, 
they require adjuvants to be introduced in their composition. Squalene–based adjuvants (MF59 and AS03) are 
approved for clinical use in North America and Europe and are used as part of the vaccines against A/H1N1, H5N1 
influenza viruses – Fluad ™ , Grifor ®.

Since squalene is a hydrophobic substance, its use as an adjuvant requires adaptation to a hydrophilic 
environment. There are established methods for preparing oil adjuvants by creating emulsions. Thus, to create a 
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squalene-based adjuvant, we formulated emulsions related to the first (oil-in-water) type. To achieve a compromise 
between adjuvant effectiveness and stimulation of the immune system, it is necessary to work out a method for 
obtaining an emulsion with optimal size of the droplets and their consistency.

Guided by these considerations, we formulated squalene-based adjuvants. Two versions of emulsions were 
obtained. Along with squalene, phospholipids and α-tocopherol acetate were used as additional constituents to 
form hydrophobic phases for the first and for the second versions respectively. After hydrophilic and hydrophobic 
phases were combined, the particles of the hydrophobic phase were dispersed. Then the target antigen, the RBD 
protein of SARS-CoV-2, was added to the resulting adjuvant system in the amount of 250 µg of protein / 1 ml of the 
formulation.

To assess the biological effectiveness of the obtained adjuvants, male Balb/c mice weighing 16-18 g were 
used (36 animals). The experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) 
affiliated with the State Research Center of Virology and Bio-technology “Vector” (Permit Number: SRC VB 
“Vector”/10-09.2020).

 Mice were immunized intramuscularly twice with a 14-day interval at a dose of 50 µg of protein in the amount 
of 200 µl per animal. As a positive control, mice administered with RBD adjuvanted with aluminum hydroxide 
were used. Mice administered with saline solution served as a negative control. Ten days after the second 
immunization, a blood samples from the retroorbital sinus were taken to assess the humoral immune response. 
The serum was obtained by incubating blood for 1 hour at 37°C and 20 hours at 4°C, followed by separation of the 
clot by centrifugation for 10 minutes at 5000g. The titers of the specific antibodies were measured with enzyme 
immunoassay (EIA) using, as antigens, the recombinant RBD and SARS-CoV-2 Spike trimer protein of the variants 
of B 1.1.7, B. 1.617.2, B. 1.1.529. The level of antibodies blocking the interaction between RBD and ACE2 receptor 
was evaluated with the use of competitive EIA.

In the course of the work, it was shown that the use of squalene-based adjuvants helps to potentiate the 
immunogenicity of RBD. The average titers of the specific antibodies in the experimental group were 4-fold higher 
than the similar titers in the group immunized with RBD adjuvanted with aluminum hydroxide. At the same time, 
the antibodies recognized RBD epitopes in S protein of SARS-CoV-2. The obtained data proved that the proposed 
immunogenic adjuvant system may serve as an alternative to the existing systems such as aluminum hydroxide.

The research was carried out within the framework of the State Task 1/22 "Search and pharmaco-toxicological 
study of new vaccine adjuvants".
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ОСОБЕННОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДА ВЭЖХ ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 
ОЦЕНКИ СТАБИЛИЗАТОРОВ УГЛЕВОДНОЙ ПРИРОДЫ  
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Определены распространенные стабилизаторы углеводной природы и методики их количественного 
определения методом ВЭЖХ в биотехнологических лекарственных препаратах (БтЛП). Обнаружено, что 
методика ионной хроматографии позволяет одновременно количественно определять наиболее часто 
встречающиеся стабилизаторы без предварительной дериватизации.

Ключевые слова: стабилизаторы углеводной природы, ионная хроматография, гидрофильная ВЭЖХ, 
полиолы, моносахариды, дисахариды, детектор.

Для стабилизации БтЛП наиболее часто используют следующие соединения углеводной природы: 
полиолы (сорбитол и маннитол), моносахариды (глюкоза) и дисахариды (сахароза, лактоза, трегало-
за и мальтоза). При разработке хроматографических методов количественного определения полиолов, 
незамещенных моно и дисахаридов, следует учитывать особенности их строения. Данные соединения 
являются гидрофильными, не имеют заряда при нейтральных значениях pH, не обладают собственной 

флуоресценцией и хромофорными группами, что в совокупности означает невозможность применения 
флуориметрического и спектрофотометрического детектирования, а также использования обращеннофа-
зовых сорбентов. Современные методы дериватизации позволяют применять перечисленные способы 
детектирования в количественном анализе углеводов. На сегодняшний день известно множество дери-
ватизирующих реагентов, используемых в ВЭЖХ для определения углеводов в УФ и видимом диапазоне, 
например, 2,4-динитрофенил гидразин, 1-фенил-3-метил-5-пиразолон, этиловый эфир пара-аминобензой-
ной кислоты. Перечисленные реактивы не только позволяют детектировать углеводы, но также придают 
исходным соединениям новые свойства. Так, например, при дериватизации глюкозы 2,4-динитрофенил 
гидразином полученное производное становится более гидрофобным, что позволяет использовать в 
анализе обращеннофазные сорбенты. Однако процедура дериватизации, как правило, усложняет мето-
дику, делая ее более трудоемкой, добавляя дополнительные стадии пробоподготовки. Поэтому наиболее 
распространенными методиками ВЭЖХ являются те, которые используют детектирование не требующее 
дериватизации. Это рефрактометрический детектор, детектор заряженного аэрозоля, испарительный де-
тектор светорассеяния, и амперометрический детектор.

Наиболее простыми и распространенными хроматографическими методами разделения соединений 
углеводной природы являются  гидрофильная,  лигандообменная,  ионэксклюзионная и катионообменная 
ВЭЖХ с рефрактометрическим детектированием. На сегодняшний день коммерчески доступно огромное 
разнообразие сорбентов с различными привитыми фазами, что позволяет без особых сложностей коли-
чественно определить все перечисленные углеводы. Однако из-за большого разнообразия возможных 
изомеров и похожего химического состава, хроматографическое разделение смесей углеводов этими ме-
тодами может быть затруднительным. Детектор заряженных аэрозолей и испарительный детектор свето-
рассеяния совместимы с градиентным режимом элюирования, что в теории может позволить разделить 
смесь углеводов с похожим химическим составом.

Стабилизаторы углеводной природы кроме перечисленных недостатков, которые ограничивают при-
менение всего разнообразия ВЭЖХ методов, обладают свойством окисляться на поверхности электрода 
при приложении определенного потенциала. К тому же при высоких значениях pH они ионизуются с обра-
зованием отрицательно заряженных ионов, что позволяет применять ионообменную хроматографию для 
количественной оценки углеводов. Использование современных анионообменных сорбентов совместно 
с амперометрическим детектированием позволяет одновременно количественно определить наиболее 
часто встречающиеся стабилизаторы в смеси.

Таким образом, можно сделать вывод о целесообразности разработки методики ионной хромато-
графии для количественного определения стабилизаторов углеводной природы БтЛП а также  разра-
ботки соответствующих фармакопейных стандартных образцов и общих фармакопейных статей для 
включения в Госудаственную Фармакопею Российской Федерации и Фармакопею Евразийского Эконо-
мического Союза.
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CHARACTERISTICS OF USING THE HPLC METHOD FOR QUANTITATIVE 
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Common carbohydrate stabilizers and methods for their quantification in biotechnological medicinal products 
(BtLP) were determined by HPLC. The ion chromatography method has been found to simultaneously quantify the 
most common stabilizers without the preliminary derivatization.

Key words: carbohydrate stabilizers, ion chromatography, hydrophilic HPLC, polyols, monosaccharides, 
disaccharides, detector.
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Carbohydrate compounds such as polyols (sorbitol and mannitol), monosaccharides (glucose) and 
disaccharides (sucrose, lactose, trehalose and maltose) are most often used to stabilize BtLP. When developing 
chromatographic methods for the quantitative determination of polyols, unsubstituted monosaccharides and 
disaccharides, one should take into account their structure characteristics. These compounds are hydrophilic, 
have no charge at neutral pH values, do not possess their own fluorescence and chromophore groups, so it is 
impossible to use fluorimetric and spectrophotometric detection, as well as the use of reversed-phase sorbents. 
Current derivatization technique allows the use of the abovementioned detection methods in quantitative analysis 
of carbohydrates. To date, a variety of derivatization reagents used in HPLC for the determination of carbohydrates 
in UV and visible range have been known, for example 2,4-dinitrophenyl hydrazine, 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone, 
aminobenzoic acid ethyl ester. These reagents allow not only to detect carbohydrates, but also give the starting 
compounds new properties. For example, when glucose is derivatized by 2,4-dinitrophenyl hydrazine, the resulting 
derivative becomes more hydrophobic, which makes it possible to use reversed-phase sorbents in the analysis. 
However, the derivatization procedure generally complicates the technique, making it more time-consuming by 
adding additional sample preparation steps. Therefore, the most common HPLC techniques are those that use 
non-derivatization detection. These are a refractometer detector, a charged aerosol detector, an evaporative light 
scattering detector, and an amperometric detector. 

The most simple and common chromatographic methods for separating carbohydrate compounds are 
hydrophilic, ligand-exchange, ion-exchange and cation-exchange HPLC with refractometric detection. To date, 
a huge variety of sorbents with different grafted (modified) phases are commercially available, which makes it 
possible to quantify all listed carbohydrates without any particular difficulties. However, due to the wide variety of 
possible isomers and similar chemical composition, chromatographic separation of carbohydrate mixtures by these 
methods can be difficult. The charged aerosol detector and evaporative light scattering detector are compatible 
with the gradient elution, which in theory may allow the separation of a mixture of carbohydrates with a similar 
chemical composition.

Carbohydrate stabilizers, in addition to these disadvantages, which limit the use of the entire variety of HPLC 
methods, can be oxidized at the surface of the electrode when a certain potential is applied. In addition, at high 
pH values, they ionize to form negatively charged ions, which allows the use of ion exchange chromatography to 
quantify carbohydrates. The use of modern anion exchange sorbents together with amperometric detection allows 
you to simultaneously quantify the most common stabilizers in the mixture.

Thus, it is necessary to develop an ion chromatography technique for the quantitative determination of 
BtLP carbohydrate stabilizers, as well as to develop the corresponding pharmacopoeial reference standard and 
general pharmacopoeial monographs for the use in the State Pharmacopoeia of the Russian Federation and the 
Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union.
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НОВАЯ ПАНЕЛЬ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ К РЕКОМБИНАНТНОМУ 
АНТИГЕНУ SPIKE SARS-COV-2 ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ
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Получены две коллекции гибридом, синтезирующих антитела к различным участкам поверхностного бел-
ка Spike (S) вируса SARS-CoV-2. Подобраны кандидатные пары моноклональных антител для конструиро-
вания набора, выявляющего S-белок SARS-CoV-2.

Ключевые слова: S-белок SARS-CoV-2, моноклональные антитела, иммуноферментный анализ, диагно-
стика.

Выявление вирусспецифических белков SARS-CoV-2: поверхностного гликопротеина S или нуклео-
капсидного белка N – может быть использовано наряду с ПЦР для обнаружения вируса в клинических 
образцах. Несмотря на более низкую чувствительность по сравнению с ПЦР, выявление вирусного анти-
гена в ИФА или в быстрых тестах делают такие методы анализа востребованными в ряде случаев: при 

недоступности ПЦР, при необходимости быстро поставить диагноз. Чаще всего в наборах, выявляющих 
антиген вируса SARS-CoV-2, используют моноклональные антитела (МоАТ) к белку N. Но в ряде работ пока-
зано, что моноклональные антитела МоАТ к S-белку позволяют выявлять вирусный антиген с достаточной 
чувствительностью (1, 2). Целью данной работы являлось получение коллекций гибридом, синтезирую-
щих антитела (АТ) к рекомбинантному полноразмерному S-белку SARS-CoV-2 и к рекомбинантному рецеп-
тор-связывающий домену (RBD) этого белка, а также подобрать пары МоАТ, которые были бы пригодны 
для конструирования наборов, определяющих вирусный антиген. 

В работе использовали 3 рекомбинантных белка, экспрессированных в клетках CHO: полноразмерный 
S-белок, его субъединица S1 и домен RBD субъединицы S1. Спленоциты мышей BALB/c, иммунизирован-
ных S-белком или RBD, сливали с клетками мышиной миеломы NS1. Для оценки специфичности полу-
ченных гибридомных антител использовали непрямой ИФА. От двух мышей, иммунизированных S-бел-
ком, нами были получены 132 позитивные гибридомы. Из них 27 синтезировали АТ, которые реагировали 
только с S-белком, но не с RBD и S1-субъединицей. Мы полагаем, что все эти АТ направлены на эпитопы 
S2- субъединицы белка S. АТ 80 гибридом реагировали с S-белком и S1-субъединицей, но не с RBD (АТ к 
области “S1 без RBD”). Оставшиеся 25 гибридом продуцировали АТ, которые реагировали с RBD, S1-субъ-
единицей и S-белком (АТ к RBD). При иммунизации мыши антигеном RBD мы получили 208 позитивных 
гибридом, АТ которых реагировали со всеми тремя рекомбинантными белками. Для клонирования мы 
отобрали из двух коллекций 19 гибридом с различной специфичностью АТ: 2 - с АТ к субъединице S2, 9 - с 
АТ к RBD и 8 - с АТ к области "S1 без RBD". Гибридомы клонировали методом лимитирующих разведений 
до однородности свойств субклонов. МоАТ нарабатывали в мышах, очищали из асцитного препарата и 
использовали для получения конъюгатов с пероксидазой или биотином. С помощью полученных конъю-
гатов МоАТ методом конкурентного ИФА мы нашли по меньшей мере 2 эпитопа на S2-субъединице, 4 - на 
RBD и 5 – на участке “S1 без RBD”. Мы подбирали пары для выявления S-белка в «сэндвич»-варианте ИФА 
с одновременной инкубацией, используя 19 очищенных МоАТ и 19 конъюгатов МоАТ с пероксидазой или 
биотином. Наилучшие результаты получили при использовании конъюгатов МоАТ с биотином: 8 пар МоАТ 
выявляли рекомбинантный S-белок в концентрации 130 пг/мл. 
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Two collections of hybridomas synthesizing antibodies to various regions of the SARS-CoV-2 surface Spike (S) 
protein were obtained. The candidate pairs of monoclonal antibodies were selected for constructing a kit that 
detects the SARS-CoV-2 S protein.
 
Key words: SARS-CoV-2 S protein, monoclonal antibodies, enzyme immunoassay, diagnostics.

The detection of the SARS-CoV-2 virus-specific proteins (surface glycoprotein S or nucleocapsid protein N) 
can be used alongside with PCR to reveal the virus in clinical specimens. Despite the lower sensitivity compared to 
PCR, the detection of the viral antigen in ELISA or rapid tests remains useful in a number of cases when PCR is not 
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available or rapid diagnosis is needed. In most cases, monoclonal antibodies (mAbs) to the N protein are used in 
kits to detect the antigen of the SARS-CoV-2 virus. However, some studies have shown that mAbs to the S protein 
are also capable of revealing the viral antigen with sufficient sensitivity (1, 2). The aim of this work was to develop 
the hybridomas synthesizing antibodies (Abs) to the recombinant full-length S protein of SARS-CoV-2 and to the 
recombinant receptor-binding domain (RBD) of the protein and to select mAb pairs suitable for constructing kits 
detecting viral antigen.

We used 3 recombinant proteins expressed in CHO cells: the full-length S protein, its S1 subunit and RBD 
domain of the S1 subunit. Splenocytes from BALB/c mice immunized with S protein or RBD were fused with NS1 
mouse myeloma cells. Indirect ELISA was used to assess the specificity of the obtained hybridoma antibodies. 
From two mice immunized with S protein 132 positive hybridomas were obtained. In this pool 27 hybridomas 
synthesized antibodies that react only with S protein, but not with RBD and S1 subunit. We suppose that these Abs 
are directed to the S2 subunit epitopes of S protein. Abs of 80 hybridomas reacted with S protein and S1 subunit, 
but not with RBD (Abs to the “S1-non-RBD” region). The remaining 25 hybridomas produced Abs that reacted with 
RBD, S1 subunit and S protein (Abs to RBD). Immunization of a BALB/c mouse with the RBD antigen resulted in 
208 positive hybridomas, whose antibodies react with all three recombinant proteins. We selected for cloning from 
two collections 19 hybridomas with different Abs specificity: 2 - with Abs against the S2 subunit, 9 - with Abs to 
RBD, and 8 - with Abs to the “S1-non-RBD” region. The hybridomas were cloned by the method of limiting dilutions 
until the homogeneity of the properties of the subclones was achieved. Monoclonal antibodies were generated in 
mice, purified from ascitic preparations and used to obtain conjugates with peroxidase or biotin. We performed a 
competitive ELISA with the obtained mAbs conjugates and found at least 2 epitopes on the S2 subunit, 4 epitopes 
on the RBD and 5 epitopes on the “S1-non-RBD” region. We selected pairs for the detection of S protein in the 
"sandwich" ELISA with simultaneous incubation, using 19 purified mAbs and 19 mAb conjugates with peroxidase 
or biotin. The best results were obtained using mAb-biotin conjugates: 8 pairs of mAbs detected recombinant S 
protein at a concentration of 130 pg/ml.
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Получены живые клетки двух пробиотических штаммов, микрокапсулированные в кальцинированный 
альгинат со средним размером частиц от 160 до 850 мкм. Показано, что в капсулы включается не менее 
98% живых клеток, которые сохраняют жизнеспособность до 3 месяцев при хранении в жидкой суспензии.

Ключевые слова: пробиотики, альгинатные микрокапсулы, хранение  

В последние годы наблюдается растущий интерес к использованию ряда микроорганизмов в каче-
стве перорального лекарственного средства, улучшающего метаболизм, иммунитет и общее состояние 
здоровья животных и человека (Nisha Y. et al, 2013). Одним из способов решения проблемы удержания 
пробиотиков в ЖКТ в жизнеспособном состоянии считают капсулирование живых пробиотических микро-

организмов в растворимую оболочку, Часто для капсулирования используют биосовместимый альгинат 
натрия, при затвердевании образующий достаточно прочные и пластичные гелевые частицы, раствори-
мые в водных средах с веществами, связывающими ионы кальция (Cook et al, 2011, Corona-Hernandez R. et 
al, 2013, Mohammad et al, 2020). 

Мы получали препараты капсулированных пробиотиков двух разных видов бацилл: Propionibacterium 
freudenreichii ssp. shermanii штамм № В-9352 и Lactobacillus helveticus штамм ФВ1 на установке для капсу-
лирования Encapsulator B-395 Pro (производство фирмы Büchi Labortechnik AG, Швейцария) и изучали их 
свойства. Капсулирование проводили методом полимеризации капель альгината натрия в водных раство-
рах хлористого кальция (0,1 М) с последующим отмыванием в физиологическом растворе с добавлением 
10 мМ CaCl2.  Суспензию клеток в физрастворе смешивали с 1,5 либо 3% водным раствором альгината на-
трия в обьемном соотношении 1:4 и диспергировали при помощи форсунки с наложением механических 
колебаний частотой от десятков до тысяч Гц, образовавшиеся капли получали дополнительный электри-
ческий заряд и попадали в стерильную емкость с полимеризующим раствором 0,1 М хлорида кальция с 
0,1% Твин20. После отмывания в физрастворе с добавлением 0,01 М CaCl2 получали, в зависимости от диа-
метра канала форсунки, сферические гелевые частицы со средним размером 160, 375 и 850 мкм (рис. 1а). 

 

  
 

Рис.1. А. Микрофотография капсулированного пробиотика L.helveticus, форсунка 80 мкм, из альгината 3%.  
Б. Графическое представление распределения частиц того же микрокапсулированного препарата по размерам, 
лазерный гранулометр MicroTec Plus (Фрич, Германия).

Содержание живых бактериальных клеток в частицах оценивали после растворения альгинатной ма-
трицы в 2% водном растворе цитрата натрия посевом на плотную питательную среду с подсчетом колони-
еобразующих единиц. Включение клеток в частицы было не хуже 95% при практически полном сохране-
нии жизнеспособности. 

Препараты выдерживали в виде суспензии микрокапсул в физрастворе с добавлением ионов Ca+2  до 
4 месяцев в условиях бытового холодильника при температуре +4 0С. После раскрытия капсул проводили 
контрольные высевы в течение всего срока хранения. Оказалось, величина КОЕ уменьшается в среднем 
в соответствии с обратной экспоненциальной зависимостью, причем лактобациллы теряли активность в 
несколько раз быстрее пропионовокислых бактерий. 

Отметим, что на той же установке В-395 Pro возможно получение многослойных капсул/гранул, более 
устойчивых в агрессивной среде ЖКТ.
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Live cells of two probiotic strains were obtained, microencapsulated in alginate having an average particle size 
within the range of 160 to 850 microns. At least 98% of living cells were shown to be included in the capsules. The 
bacteria remained viable for up to 3 months when stored within the microcapsules in a liquid suspension. 

Key words: probiotics, alginate microcapsules, storage  

Recent years, an interest in the use of a number of microorganisms as an oral medicine that improves metabolism, 
immunity and general health of animals and humans is growing (Nisha Y. et al, 2013). Encapsulation of live probiotic 
microorganisms under the soluble shell is considered to be one of ways to solve the problem of keeping probiotics 
in the gastrointestinal tract in a viable state. Often, biocompatible sodium alginate is used for encapsulation, which, 
when solidified, forms sufficiently strong and plastic gel particles that are soluble in aqueous media with substances 
binding calcium ions (Cook et al, 2011, Corona-Hernandez R. et al, 2013, Mohammad et al, 2020). 

We developed preparations of encapsulated probiotics of two different types of bacilli: Propionibacterium 
freudenreichii ssp. shermanii strain B-9352 and Lactobacillus helveticus strain FB1 using the Encapsulator B-395 Pro 
(Büchi Labortechnik AG, Switzerland) and studied their properties. Encapsulation was carried out by polymerization 
of sodium alginate droplets in 0.1 M aqueous solutions of calcium chloride, followed by washing in saline solution 
with 10 mM CaCl2 added.  The suspension of cells in saline solution was mixed with 1.5 or 3% aqueous solution of 
sodium alginate in a volume ratio of 1:4 and dispersed using a nozzle with mechanical vibrations imposed having 
a frequency of tens to thousands of Hz; the formed droplets were equipped with an additional electric charge and 
fell into a sterile polymerizing solution of 0.1 M CaCl2 with 0.1% Twin20. After washing in saline solution with the 
addition of 0.01 M CaCl2, spherical gel particles with an average size of 160, 375 and 850 microns were obtained, 
depending on the diameter of the nozzle channel (Fig. 1a). 

 

  
 

Fig.1. А. Micrograph of the encapsulated probiotic L.helveticus, nozzle 80 microns, alginate 3%.  
B. Graphical representation of the particle size distribution of the same microencapsulated preparation,  
data by laser granulometer MicroTec Plus (Fritsch, Germany).

The content of living bacterial cells in the particles was evaluated after dissolution of the alginate matrix in a 2% 
sodium citrate by sowing on a solid nutrient medium and following counting of colony-forming units. The inclusion 
of cells in the particles was no worse than 95% with almost complete preservation of viability.

As part of the preservation study, the preparations were stored the form of a suspension of microcapsules 
in saline solution with the addition of Ca+2 ions for up to 4 months in a household refrigerator at a temperature of 
+4 0C. Control measurements of CFU values for the encapsulated preparations were carried out during the entire 
storage period. It turned out that the CFU value decreases on average in accordance with the inverse exponential 
dependence, and lactobacilli lost activity several times faster than propionic bacteria. 

We are convinced in opportunities for development of multilayer capsules / granules that are more stable in the 
aggressive environment of the gastrointestinal tract by using the same Encapsulator B-395 Pro.
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ПОЛУЧЕНИЕ И ОЦЕНКА ИММУНОГЕННОСТИ СЛИТНОГО БЕЛКА, 
СОСТОЯЩЕГО ИЗ РЕЦЕПТОР-СВЯЗЫВАЮЩЕГО ДОМЕНА 
ШИПОВИДНОГО БЕЛКА КОРОНАВИРУСА SARS-COV-2 И МОНОМЕРНОГО 
НЕГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО FC-ФРАГМЕНТА IGG1 ЧЕЛОВЕКА
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Рассмотрены варианты генетических конструкций, кодирующих рецептор-связывающий домен (RBD) ши-
повидного белка вируса SARS-CoV-2, слитый с мономерным Fc-фрагментом иммуноглобулина человека. 
Создана линия-продуцент RBD-Fc. При иммунизации мышей очищенным RBD-Fc получены высокие титры 
анти-RBD антител и вирус-нейтрализующих антител.

Ключевые слова: рецептор-связывающий домен, вирус SARS-CoV-2, экспрессия в клетках млекопитаю-
щих, иммуногенность, CHO.

Рецептор-связывающий домен (RBD) шиповидного белка вируса SARS-CoV-2 – это ключевой функци-
ональный компонент, ответственный за связывание вирусных частиц с рецептором ACE2 и их проник-
новение в клетку. В большинстве случаев вирус-нейтрализующие антитела, блокирующие инфекционную 
способность вирусных частиц в системной циркуляции и на слизистых оболочках, взаимодействуют с 
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RBD шиповидного белка. Классические субъединичные вакцины, содержащие минимальный фрагмент 
шиповидного белка коронавируса и хорошо изученные безопасные для человека адъюванты, могут быть 
использованы для регулярной повторной иммунизации против коронавируса. Рекомбинантный RBD для 
таких вакцин может быть получен в форме слитного белка с Fc-фрагментом IgG1 человека, что обеспечи-
вает многократное увеличение времени жизни такого иммуногена в системной циркуляции. 

В составе RBD SARS-CoV-2 присутствуют два N-связанных олигосахарида и по крайней мере один 
О-связанный олигосахарид, расположенные вблизи N-конца этого домена. Нами был определен уровень 
секреции трансфицированных клеток CHO для генов RBD-Fc, содержащих полный RBD (аминокислотные 
остатки 319–537) и укороченный вариант RBD (а.о. 331–537) с одним сайтом N-гликозилирования. Для 
каждого из вариантов RBD тестировали два вида сигнальных пептидов: нативный сигнальный пептид 
S-белка SARS-CoV-2 и сигнальный пептид тканевого активатора плазминогена человека, используемый, в 
частности, в аденовирусной вакцине ChAdOx1. Было установлено, что уровень секреции целевых белков 
практически одинаков во всех четырех случаях. Для варианта RBD (а.о. 331–537) и нативного сигнального 
пептида S-белка после двух шагов геномной амплификации были получены поликлональные популяции 
клеток с удельной продуктивностью более 13 пг/клетка/день, секретирующие RBD-Fc, соответствующие 
бета- и дельта-вариантам вируса.   

Очищенный RBD-Fc варианта бета был использован для двукратной иммунизации мышей в дозиров-
ках 3–15 мкг на одно животное с Al(OH)3 в качестве адъюванта. Средний титр анти-RBD антител в сыво-
ротке крови иммунизированных мышей через 2 недели после второй иммунизации составил 1:190000 для 
RBD варианта бета и 1:7000 для RBD дикого типа вируса. Уровень вирус-нейтрализующих антител, опреде-
ленных методом суррогатной вирус-нейтрализации составил более 1:100. Иммуногенность и способность 
вызывать кросс-реактивный иммунный ответ к антигенам разных вариантов SARS-CoV-2 предложенного 
нами варианта иммуногена RBD-Fc соответствует мировым аналогам; такой вариант RBD-Fc может быть 
использован в качестве прототипа сезонной анти-коронавирусной вакцины. 
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OBTAINING AND ASSESSING IMMUNOGENICITY OF A FUSION PROTEIN 
WHICH CONSISTS OF A RECEPTOR-BINDING DOMAIN (RBD) OF 
CORONAVIRUS SARS-COV-2 SPIKE PROTEIN AND A MONOMERIC NON-
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Variants of genetic constructions are discussed which encode a receptor-binding domain (RBD) of coronavirus 
SARS-CoV-2 spike protein fused with a monomeric Fc-fragment of human immunoglobulins. A cell line producing 
RBD-Fc is established. High titers of anti-RBD antibodies and virus-neutralizing antibodies are obtained upon mice 
immunization with the purified RBD-Fc.

Key words: receptor-binding domain, virus SARS-CoV-2, expression in mammal cells, immunogenicity, CHO.

Receptor-binding domain (RBD) of coronavirus SARS-CoV-2 spike protein is a key functional component 
responsible for the virus binding with the ACE2 receptor and its penetration into a cell. Virus-neutralizing antibodies 
which block infection capabilities of viral particles in system circulation and on the mucous membranes interact 
in most of cases with the spike protein RBD. Classical subunit vaccines which contain a minimal fragment of the 
coronavirus spike protein with safe for humans well-studied adjuvants can be used for a regular reimmunization 
against the coronavirus. Recombinant RBD for such vaccines can be obtained in a fusion with an Fc-fragment of 
human IgG1 thus providing a manifold increase in the lifetime of such immunogen in system circulation.

There are two N-linked oligosaccharides and at least one O-linked oligosaccharide in the RBD, being placed near 
its N-terminus. We have defined the secretion level in transfected CHO cells for the genes encoding the following 
RBD-Fc variants: a full RBD (amino acid residues 319–537) and a shortened RBD (residues 331–537) with one site 
for N-glycosylation. Two signal peptides were tested for each of the RBD variants: the native signal peptide of the 
SARS-CoV-2 spike protein and the signal peptide of human tissue plasminogen activator which is used in particular 
in adenovirus vaccine ChAdOx1. The secretion levels of the target proteins were shown to be almost equal in all four 
cases. For the RBD (331–537) variant with the native signal peptide of the spike protein, polyclonal cell populations 
were obtained after two steps of genomic amplification. Their specific productivity exceeded 13 pg/cell/day; they 
secreted RBD-Fc corresponding to the beta- and delta-variants of the virus.

The purified RBD-Fc of the beta variant was used for a two-stage mice immunization at dosage levels 3–15 µg 
per mouse, being adjuvanted by Al(OH)3. Average titer of anti-RBD antibodies in the blood serum of the immunized 
mice two weeks after the second immunization was 1:190000 for the beta variant RBD and 1:7000 for the wild-type 
variant RBD. The level of the virus-neutralizing antibodies measured via surrogate virus neutralization exceeded 
1:100. Immunogenicity of our RBD-Fc variant and its capability to cause a cross-reactive immune response to the 
antigens of different SARS-CoV-2 variants correspond to the world analogs. This variant of RBD-Fc can be used as 
a prototype of a seasonal anti-coronavirus vaccine.
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The paper describes the creation of an in silico model of cardiac tissue derived from induced pluripotent human 
stem cells (iPSCs). Such a model is acceptable for testing drugs for cardiotoxicity and the study of cardiac disorders.

Key words: mathematical modeling, Potts model, TNNP.

The Laboratory of Biophysics of Excitable Systems at MIPT is conducting research using cardiomyocytes 
obtained from iPSCs. At such a model facility, drug testing is carried out and the mechanisms of development and 
occurrence of arrhythmia are studied. It has been shown that the cell line used is electrophysiologically "mature" [1], 
that is, it reflects well the properties of real human cardiomyocytes. A computer model of such tissue will reduce 
the number of in vitro samples needed to test the hypothesis.

The main goal is to create a model of individual cells and structurally complete tissue obtained by differentiation 
from iPSCs. At the same time, both the phenotypic features of the tissue and its electrophysiological properties will 
be taken into account.

The protocol for obtaining human ventricular cardiomyocytes is described in [2]. The viability of cells and their 
electrophysiological connectivity were assessed using optical mapping with a potential-dependent and calcium-
dependent fluorescent dye [1]. Additionally, the sample is subjected to immunocytochemical examination (confocal 
microscope Zeiss LSM 710). The experimental data were processed using ImageJ software.

Mathematical modeling of tissue electrophysiology is a numerical solution of a nonlinear system of differential 
equations implemented by parallel programming methods. We are talking about a system of nonlinear equations 
in full derivatives of the Hodgkin-Huxley type [3]. Nvidia Tesla graphics cards were used. Calculations performed to 
simulate tissue morphology were performed on the IntelCore i7 CPU [4].

Cardiomyocytes were grown by differentiation from iPSCs, brought to maturity and examined using optical 
mapping (conducting an excitation wave, identifying the parameters of the occurrence and development of 
arrhythmia), confocal and other microscopy (cell phenotype, studies of the development of filaments) [1].

To create the electrophysiological part of the model, measurements were carried out using the patch-clamp 
technique. Additional data were obtained from the literature. After that, a number of modifications were made to the 
system to find a stable solution to the system of differential equations under conditions of tissue anisotropy. The 
literature data most often correspond to isotropic models (which do not take into account the shape of cells [3]), 
which makes adjustments to the solution of the problem.
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В работе описано создание in silico модели сердечной ткани, полученных из  индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток человека (ИПСК). Такая модель является допустимой для тестирования лекар-
ственных средств на кардиотоксичность и исследования сердечных нарушений.

Ключевые слова: математическое моделирование, модель Поттса, ТННП.

В Лаборатории биофизики возбудимых систем МФТИ ведется исследовательская работа с использо-
ванием кардиомиоцитов, полученных из ИПСК. На таком модельном объекте проводятся тестирования 
лекарств и изучаются механизмы развития и возникновения аритмии. Было показано, что используемая 
линия клеток является электрофизиологически "зрелой" [1], то есть хорошо отражает свойства реальных 
кардиомиоцитов человека. Компьютерная модель такой ткани позволит сократить необходимое для про-
верки гипотезы количество in vitro образцов.

Основной целью является создание модели отдельных клеток и структурно полноценной ткани, полу-
ченных при помощи дифференцировки из ИПСК. При этом будут учтены фенотипические и электрофизио-
логические свойства ткани.

Протокол получения человеческих желудочковых кардиомиоцитов описан в работе [2]. Оценка жизне-
способности клеток и их электрофизиологической связанности производилась с помощью оптического кар-
тирования с потенциал-зависимым и кальций-зависимым флуоресцентным красителем [1]. Дополнительно 
образец  подвергается иммуноцитохимическому исследованию (конфокальный микроскоп Zeiss LSM 710). 
Обработка экспериментальных данных проводилась с помощью программного обеспечения ImageJ.

Математическое моделирование электрофизиологии ткани представляет из себя численное решение 
нелинейной системы дифференциальных уравнений, реализуемое методами параллельного программи-
рования. Речь идет о системе нелинейных уравнений в полных производных типа Ходжкина-Хаксли [3]. 
Использовались видеокарты Nvidia Tesla. Вычисления, производимые для моделирования морфологии 
ткани, проводились на CPU IntelCore i7 [4].

Кардиомиоциты были выращены путем дифференцировки из ИПСК, доведены до зрелости и иссле-
дованы с помощью оптического картирования (проведение волны возбуждения, выявление параметров 
возникновения и развития аритмии), конфокальной и другой микроскопии (фенотип клеток, исследования 
развития филаментов) [1].

Для создания электрофизиологической части модели проводились измерения с помощью методики 
patch-clamp. Дополнительные данные были получены из литературы. После этого в систему был внесен 
ряд модификаций для поиска устойчивого решения системы дифференциальных уравнений в условиях 
анизотропии ткани. Литературные данные чаще всего соответствуют изотропным моделям (не учитываю-
щие форму клеток [3]), что вносит корректировки в решение задачи.
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Нами впервые было показано, что добавление ДТТ не влияет на распознавание эпитопа MX35 анти-
телами L2(20/3) в лизатах клеток E.coli, но существенно влияет на распознавание NaPi2b в лизатах клеток 
OVCAR-4, эндогенно экспрессирующей NaPi2b (рисунок – 1).

Мы предполагаем, что данный факт может быть связан с наличием дисульфидных связей и гликози-
лирования в области ВКД NaPi2b в клетках эукариот. Согласно нашей гипотезе, добавление ДТТ приво-
дит к восстановлению дисульфидных связей и к изменению конформации ВКД NaPi2b таким образом, 
что углеводные остатки закрывают эпитоп и он становится недоступным для моноклональных антител. 
В свою очередь, добавление ДТТ не влияет на распознавание эпитопа MX35 в клетках E.coli в виду отсут-
ствия посттрансляционных модификаций. 

Полученные результаты важны как для понимания фундаментальных основ структуры и функции 
мембранных белков, так и для разработки новых, более эффективных противоопухолевых препаратов. 

Работа выполнена за счет средств Программы стратегического академического лидерства Казанско-
го (Приволжского) федерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030) и при финансовой поддержке РНФ в 
рамках проекта № 20-14-00166.
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The membrane sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b is attractive target for monoclonal antibody 
therapy. Recognition of the large extracellular domain (ECD) of NaPi2b by monoclonal antibodies L2(20/3) in 
Western blot analysis depends on the addition of DTT to lysates of eukaryotic cells, but not bacterial cells.
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The sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b is a membrane protein involved in maintaining phosphate 
homeostasis. Increased expression of the NaPi2b transporter has been found in ovarian (Gryshkova et al., 2009), 
lung (Kopantzev et al., 2008), and other cancer cells, which makes the transporter an attractive target for cancer 
therapy. The MX35 epitope (324-338 a.a.) of NaPi2b is located within the large extracellular domain (ECD) of the 
transporter and is a target for L2(20/3) (Kiyamova et al., 2008) and MX35 (Mattes et al., 1987) antibodies, based on 
which the therapeutic monoclonal antibodies XMT-1536 and XMT-1592 was developed. Epitope recognition is known 
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Мембранный натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b является привлекательной мишенью для 
терапии моноклональными антителами. Распознавание большого внеклеточного домена (ВКД) NaPi2b 
моноклональными антителами L2(20/3) в Вестерн-блот анализе зависит от добавления ДТТ к лизатам 
клеток эукариот, но не клеток бактерий. 

Ключевые слова: NaPi2b, большой внеклеточный домен (ВКД) NaPi2b, эпитоп МХ35, моноклональные 
антитела 

Натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b – мембранный белок, участвующий в поддержании 
фосфатного гомеостаза. Повышенная экспрессия транспортера NaPi2b обнаружена в клетках рака яичника 
(Gryshkova et al., 2009), легкого (Kopantzev et al., 2008) и других видов рака, что делает транспортер привлека-
тельной мишенью для терапии злокачественных новообразований. Эпитоп MX35 (324-338 а.о.) NaPi2b рас-
положен в пределах большого внеклеточного домена (ВКД) транспортера и является мишенью для антител 
L2(20/3) (Kiyamova et al., 2008) и МХ35 (Mattes et al., 1987), на основе которых разработаны терапевтические 
моноклональные антитела XMT-1536 и XMT-1592. Известно, что распознавание эпитопа антителами чувстви-
тельно к добавлению дитиотреитола (ДТТ) к лизатам опухолевых клеток (Kiyamova et al., 2008). Поскольку в 
пределах ВКД NaPi2b есть 4 остатка цистеина и 6 потенциальных сайтов для N-гликозилирования, мы предпо-
лагаем, что наличие посттрансляционных модификаций в клетках эукариот влияет на распознавание эпитопа 
МХ35 антителами.  Для проверки предположения необходимо изучить распознавание эпитопа МХ35 моно-
клональными антителами как в клетках эукариот, так и в клетках бактерий, где отсутствуют посттрансляци-
онные модификации. Поэтому целью данного исследования является изучение распознавания натрий-зави-
симого фосфатного транспортера NaPi2b моноклональными антителами в клетках бактерий и эукариот. 

Рисунок 1 – Вестерн-блот анализ натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b в клетках бактерий (А)  
и в раковых клетках (Б). ДТТ– дитиотреитол, его наличие в загруженном образце обозначено знаком «+»,  
отсутствие «–»; 2,3 – белковая фракция нерастворимого осадка клеток бактерий; 4,5 – белковые фракции  
клеточной линии OVCAR-4; 6,7– растворимые белковые фракции клеточной линии OVCAR-8 (отрицательный 
контроль); \GAPDH - контроль загрузки белка

В ходе работы проводили трансформацию компетентных клеток E.coli  вектором pGEX-4T-1 со встав-
кой фрагмента гена SLC34A2, кодирующей ВКД NaPi2bю. Лизаты клеток эукариот получали из клеточных 
линий рака яичника OVCAR-4 и OVCAR-8, эндогенно экспрессирующих и не экспрессирующих NaPi2b со-
ответственно. Распознавание ВКД NaPi2b моноклональными антителами L2(20/3) в клетках бактерий и 
эукариот изучали с помощью Вестерн-блот анализа. 
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Разработаны клеточные тест-системы in vitro для оценки биологической активности ингибиторов TNF-α 
и IL-17A на основе первичных культур клеток человека, полученных из тканей ювенильных доноров. Фи-
бро-тест-система основана на анализе IL-17А дозо-зависимой продукции воспалительных цитокинов, син-
тезируемых фибробластами крайней плоти человека. C помощью данной тест-системы показано, что Не-
такимаб (Биокад, РФ) является высокоэффективным ингибитором IL-17A. На основе Хондро-тест-системы 
проведено сравнение биологической активности TNF-α ингибиторов: оригинального препарата Ремикэйд 
(MSD, Ireland) с его биоаналогом Инфликсимаб (Биокад, РФ).

Ключевые слова: in vitro, клеточная биология, TNF-α, ИЛ-17А

Для поиска и тестирования лекарственных препаратов (ЛП) необходим метод определения их биологи-
ческой активности. Такой метод должен отражать механизм действия ЛП и позволять количественно срав-
нивать препараты между собой1. Для этих целей используются клеточные тест-системы in vitro2,3. Обычно 
поиск и тестирование ЛП in vitro проводят на иммортализованных культурах клеток. Однако, сложная кар-
тина генетических изменений в иммортализованных клетках приводит не только к их бесконечной проли-
ферации, но затрагивает и ряд других важных характеристик, что обеспечивает разницу в цитотоксичности, 
проницаемости и утилизации ЛП. Учитывая ключевую роль в выборе типа клеток для поиска и тестирования 
лекарственных веществ, в современной биотехнологии идет тенденция к разработке тест систем нового по-
коления, учитывающих физиологические процессы клеток человека in vivo при том или ином заболевании4,5. 

В работе представлены примеры клеточных тест-систем, предназначенные для анализа биологической 
активности веществ, ингибирующих сигнальные каскады TNF-α и IL-17А. Фибро тест-система основана на 
анализе IL-17А дозо-зависимой продукции воспалительных цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1), синтезируемых дер-
мальными фибробластами человека. Показано, что Нетакимаб (Биокад, РФ) является высокоэффективным 
ингибитором IL-17A. На основе Хондро тест-системы проведено сравнение биологической активности инги-
биторов: оригинального препарата Ремикэйд (MSD, Ireland) с его биоаналогом Инфликсимаб (Биокад, РФ). 

Поскольку в зависимости от типа клеток ЛП могут оказывать различные фармакологические эффек-
ты, важно для скрининга использовать клетки человека, которые участвуют в патогенезе того или иного 
заболевания. В данной работе мы обосновываем универсальный принцип создания клеточных тест-си-
стем для определения биологической активности ЛП с использованием профильных клеток, полученных 
из тканей человека (хрящ, кожа, кровь и другие), характерных для того или иного заболевания. Такой под-
ход может быть использован в научных исследованиях для экспрессного скрининга впервые синтези-
рованных веществ, а также сравнительной оценки эффективности воспроизведенных (биоаналогичных) 
лекарственных препаратов и для персонифицированной медицины.
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to be antibody sensitive to the addition of dithiothreitol (DTT) to eukaryotic cell lysates. (Kiyamova et al., 2008). 
Since there are 4 cysteine residues and 6 putative sites for N-glycosylation in ECD NaPi2b, we suggest that the MX35 
epitope recognition depends on the presence of post-translational modifications in eukaryotic cells. To verify this, it 
is necessary to investigate how to recognize the MX35 epitope by antibodies, both in bacterial cells, in the absence of 
post-translational modifications, and in eukaryotic cells. Therefore, the aim of the project is to study the recognition 
of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b by monoclonal antibodies in bacterial and eukaryotic cells.

During the work, competent E.coli cells are transformed with the pGEX-4T-1 vector, with the insertion of a 
fragment of the SLC34A2 gene encoding ECD (188-361 aa) of the NaPi2b. Lysates of eukaryotic cells were received 
from ovarian cancer cell lines OVCAR-4 and OVCAR-8 endogenously expressing and not expressing NaPi2b, 
respectively. Recognition of ECD of the NaPi2b by monoclonal antibodies L2(20/3) in bacterial and eukaryotic cells 
was performed using Western-blot analysis.

For the first time, we discovered that DTT has no effect to the MX35 epitope recognition by L2(20/3) antibodies 
in E.coli cells, but significantly affects the recognition of NaPi2b in ovarian cancer cells OVCAR-4 endogenously 
expressing NaPi2b (Figure 1).

Figure 1 - Western blot analysis of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b in bacterial cells (A)  
and in cancer cells (B). DTT – dithiothreitol, its presence in the loaded sample is indicated by the sign "+",  
the absence by the sign "-"; 2,3 – protein fraction of insoluble sediment of bacterial cells; 4,5 – protein fractions  
of the OVCAR-4 cell line; 6,7 – soluble protein fractions of the OVCAR-8 cell line (negative control);  
GAPDH - protein loading control.

We suggest that this fact may be associated with the presence of disulfide bonds and glycosylation in the 
ECD NaPi2b region in eukaryotic cells. According to our hypothesis, the addition of DTT leads to the restoration 
of disulfide bonds, and, therefore to a conformational change of the ECD NaPi2b thereby that the carbohydrate 
residues cover the epitope, making it inaccessible to monoclonal antibodies. In turn, the addition of DTT does not 
affect to the recognition of the MX35 epitope in E.coli cells due to the absence of post-translational modifications.

The results obtained are important both for understanding the fundamental principles of the structure and 
function of membrane proteins and for developing new, more effective anticancer drugs.

This paper has been supported by the Kazan Federal University Strategic Academic Leadership Program 
(PRIORITY-2030) and with the financial support of the Russian Science Foundation under project No. 20-14-00166.
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Cell-based bioassays have been developed to assess the biological activity of TNF-α and IL-17A inhibitors based on 
primary human cell cultures obtained from tissues of juvenile donors. The Fibro-bioassay is based on the analysis 
of IL-17A dose-dependent production of inflammatory cytokines synthesized by human foreskin fibroblasts (HFF). 
Using this bioassay, it has been shown that Netakimab (Biocad, RF) is a highly effective inhibitor of IL-17A. Using 
the Chondro test system the biological activity of TNF-α inhibitors was compared: the original molecule Remicade 
(MSD, Ireland) with its biosimilar Infliximab (Biocad, Russia).

Key words: in vitro, cellular biology, TNF-α, IL-17A

In order to identify and compare the drug substances (DS), a method is needed to determine their biological 
activity. Such a method should reflect the mechanism of drug action and allow quantitative comparison of DS with 
each other1. For these purposes, in vitro cell-based assays are used2,3. Usually, in vitro screening and testing of DS 
is carried out using immortal cell lines. However, the complexity of genetic changes in immortalized cells provides 
not only their eternal proliferation, but also affects a number of other important cell characteristics, that leads to a 
difference in cytotoxicity, permeability and utilization of drugs. Considering the key role of cell type for the screening 
and testing of DS, in the context of modern biotechnology there is a trend of developing a new generation cell-based 
assays that mimics in vivo physiological processes of human cells for a particular disease4,5.

Here we present examples of cell-based assays designed to compare the biological activity of substances 
that inhibit TNF-α-, IL-17A-induced signaling pathways. Fibro-bioassay is based on the analysis of IL-17A dose-
dependent production of inflammatory cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1) synthesized by human dermal fibroblasts. It 
was demonstrated that Netakimab (Biocad, RF) is a highly effective inhibitor of IL-17A. The biological activities 
of TNF-α inhibitors (Remicade (MSD, Ireland) versus its biosimilar Infliximab (Biocad, RF)) were compared using 
Chondro-bioassay.

Since the DS may have diverse pharmacological effects depending on the cell type chosen for screening, it is 
important to use human cells involved into the development of a disease. In this work, we proposed the universal 
principle of development of cell-based assays for evaluation the biological activity of DS using profile cells obtained 
from human tissues (cartilage, skin, blood, etc.) in which a disease is manifested. This approach can be used 
in scientific research for the screening of substances, as well as comparative evaluation of the effectiveness of 
biosimilar drugs and personalized medicine.
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ВОЗМОЖНОСТИ ТРИНГЕРНЫХ СХЕМ В ГЕННО-СЕТЕВОМ УПРАВЛЕНИИ 
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Предложены и исследованы в математических моделях управляющие генные сети нового класса (трин-
геры), организованные по принципу композиции кольцевого генетического осциллятора и бистабильных 
элементов памяти. Показано in silico, что трингерные системы обладают эпигенетическими свойствами и 
способны обеспечивать динамический механизм фазовых вариаций у бактерий.

Ключевые слова: бактериальные популяции, фенотипическая гетерогенность,  модели in silico

Фазовые вариации вызывают расщепление бактериальной популяции на субпопуляции клеток 
с различающейся и обратимой активностью одних и тех же вариабельных генов (Sánchez-Romero, 
Casadesús, 2020). Адаптационная ценность сосуществования фенотипических вариантов для бакте-
рий многообразна и затрагивает такие аспекты их активности, как защитные реакции на стрессы, фор-
мирование биопленок и вирулентность. Действие известных к настоящему времени механизмов фа-
зовых вариаций замыкается, как правило, на регуляторные контуры управляющих генных сетей. При 
этом актуален поиск таких генно-сетевых структур, которые бы сами могли служить первоосновой для 
контроля фенотипической гетерогенности популяций. Данному критерию удовлетворяют трингерные 
схемы (Galimzyanov, Tchuraev, 2022).

Трингеры представляют собой кольцевое соединение молекулярных триггеров на основе генетиче-
ского осциллятора с циклической репрессией генов. В трингерах контур репрессиляции связан с каждым 
переключателем прямой и обратной отрицательными связями так, что переключатели управляют конту-
ром и формируют через него входные сигналы друг для друга. Колебательный режим осциллятора при 
сброшенных триггерах является корневым для системы. Первичное расщепление популяции из корневого 
режима осуществляется в экспоненциальной фазе роста. На данном этапе  в отдельных клетках отдель-
ные триггеры специфично срабатывают и запирают осцилляторы, что порождает субпопуляции клеток с 
различными устойчивыми равновесными состояниями генной сети. В стационарной фазе роста сложив-
шийся баланс между субпопуляциями стабилен, а переходы между формами могут осуществляться как 
под действием внешних факторов, так и по сигналам от внутренних молекулярно-генетических систем, в 
частности системы кворум-чувствительности. Сброс триггеров в клетке возвращает генную сеть в режим 
осцилляции, а клеточную популяцию – в гомогенное состояние.

Адаптивный потенциал фазовых вариаций под контролем трингеров  допускает фазозависимую диф-
ференциальную активность генов, эффект дозы гена, множественную антибактериальную резистентность, 
поддержку токсин-антитоксиновых систем, а также реализацию стратегий разделения труда и хеджирова-
ния ставок. Трингеры можно конструировать методами генетической инженерии и в качестве синтетиче-
ских конструкций использовать для решения эколого-генетических и биотехнологических задач.
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Gene regulatory networks of a new class (tringers) organized according to the principle of composition of a ring 
genetic oscillator and bistable memory elements are proposed and investigated in mathematical models. It has 
been shown in silico that tringer systems have epigenetic properties and are capable to control the dynamic 
mechanism of phase variation in bacteria.

Key words: bacterial populations, phenotypic heterogeneity, in silico models

Phase variation causes splitting the homogeneous bacterial population into subpopulations of the cells with 
different and reversible activity of the same variable genes (Sánchez-Romero, Casadesús, 2020). The adaptive 
value of coexistence of the phenotypic variants for bacteria is diverse and affects such aspects of their activity as 
protective reactions to stress, biofilm formation, and virulence. The action of the currently known mechanisms of 
phase variation is closed, as a rule, to the regulatory contours of the gene networks. At the same time, it is relevant 
to search for such gene-network structures that could themselves serve as the primary basis for controlling the 
phenotypic heterogeneity of populations. Tringer schemes satisfy this criterion (Galimzyanov, Tchuraev, 2022).

The tringer network is a ring connection of molecular triggers based on a genetic oscillator with cyclic gene 
repression. In the tringers, the repressilation contour is connected to each bistable switch by direct negative 
interaction and negative feedback so that the switches control the oscillator and form input signals for each other 
through it. The oscillator's periodic mode with reset triggers is the root for the system. The primary splitting of 
the population from the root mode is carried out in an exponential growth phase. At this stage, individual triggers 
in individual cells are specifically turn on and lock the oscillators, which generates subpopulations of cells with 
the different stable steady states of the gene network. In the stationary growth phase, the established balance 
between the subpopulations is stable, and transitions between forms can be carried out both under the influence 
of external factors and by signals from internal molecular genetic systems, in particular the quorum-sensitivity 
system. Resetting triggers in a cell returns the gene network to the root oscillation mode, and the cell population to 
a homogeneous state.

The adaptive potential of phase variation under the control of tringers allows for phase-dependent differential 
gene activity, gene dose effect, multiple antibacterial resistance, support of toxin-antitoxin systems, and the 
implementation of division of labor and bet hedging strategies. The tringers can be designed by genetic engineering 
methods and used as synthetic constructs to solve some ecological, genetic and biotechnological problems.

References

1. �Sánchez-Romero M.A., Casadesús J. The bacterial epigenome // Nat. Rev. Microbiol. 2020. Vol. 18. № 1. P. 7-20.

2. �Galimzyanov A.V., Tchuraev R.N. Dynamic mechanism of phase variation in bacteria based on multistable gene 
regulatory networks // J. Theor. Biol. 2022. Vol. 549.  111212.



БИОЭКОНОМИКА BIOECONOMICS

138 139Международный конгресс: Биотехнология: состояние и перспективы развития International Congress: Biotechnology: state of the art and perspectives31 октября – 1 ноября 2022 | Москва 31 October – 01 November, 2022 | Moscow

BIOANALYTIC TECHNOLOGIES IN MEDICINE AND AGRICULTUREБИОАНАЛИТИЧЕСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ: НОВЫЕ РЕШЕНИЯ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ В МЕДИЦИНЕ И СЕЛЬСКОМ ХОЗЯЙСТВЕ

БИОЭКОНОМИКА

BIOECONOMICS

БИОАНАЛИТИЧЕСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ: НОВЫЕ РЕШЕНИЯ ДЛЯ 
ПРИМЕНЕНИЯ В МЕДИЦИНЕ И СЕЛЬСКОМ ХОЗЯЙСТВЕ

BIOANALYTIC TECHNOLOGIES IN MEDICINE AND AGRICULTURE

1. ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКАЯ МЕТОДИКА ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДИБУТИЛФТАЛАТА 
Берлина А.Н., Рагозина М.Ю., Комова Н.С., Серебренникова К.В., Жердев А.В., Дзантиев Б.Б....................................... 139

LATERAL FLOW TECHNIQUE FOR THE DETERMINATION OF DIBUTYL PHTHALATE 
A.N. Berlina, M.Yu. Ragozina, N.S. Komova, K.V. Serebrennikova, A.V. Zherdev, B.B. Dzantiev................................................... 139

2. КОНСТРУИРОВАНИЕ И ПРИМЕНЕНИЕ ЦЕЛЬНО-КЛЕТОЧНОГО БИОСЕНСОРА ИНОЗИНА 
Кононова И.А., Золотухина М.А., Гук К.Д., Стойнова Н.В............................................................................................................ 140

CONSTRUCTION AND APPLICATION OF A WHOLE-CELL INOSINE BIOSENSOR 
I.A. Kononova, M.A. Zolotukhina, Ch.D. Hook, N.V. Stoynova........................................................................................................... 141

3. СЕЛЕКТИВНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЦЕФАЛОСПОРИНОВ МЕТОДОМ ФЕРМЕНТНО-РЕЦЕПТОРНОГО АНАЛИЗА 
Куприенко О.С., Свиридов О.В........................................................................................................................................................... 142

SELECTIVE DETERMINATION OF CEPHALOSPORINS BY ENZYME-LINKED RECEPTOR ASSAY  
О.S. Kuprienko, O.V. Sviridov.................................................................................................................................................................. 143

4. ГИБКАЯ ГКР-АКТИВНАЯ ПОДЛОЖКА НА ОСНОВЕ СЕРЕБРЯНЫХ НАНОСТРУКТУР  
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПЕСТИЦИДОВ 
Серебренникова К.В., Комова Н.С., Айбуш А.В., Жердев А.В., Дзантиев Б.Б........................................................................ 144

FLEXIBLE SERS-ACTIVE SUBSTRATE BASED ON SILVER NANOSTRUCTURES  
FOR DETERMINATION OF PESTICIDES 
K.V. Serebrennikova, N.S. Komova, A.V. Aybush, A.V. Zherdev, B.B. Dzantiev................................................................................ 145

5. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМОВ ФОРМИРОВАНИЯ КОМПЛЕКСОВ  
МЕЖДУ КОНЪЮГАТАМИ ЗОЛОТЫХ НАНОЧАСТИЦ С АНТИТЕЛАМИ И АНТИГЕНАМИ  
Сотников Д.В., Бызова Н.А., Жердев А.В, Дзантиев Б.Б............................................................................................................. 146

INVESTIGATION OF MECHANISMS FOR COMPLEXES FORMATION  
BETWEEN CONJUGATES OF GOLD NANOPARTICLES AND ANTIBODIES WITH ANTIGENS 
D.V. Sotnikov, N.A. Byzova, A.V. Zherdev, B.B. Dzantiev..................................................................................................................... 147

УДК 543.9  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-139-140

ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКАЯ МЕТОДИКА  
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДИБУТИЛФТАЛАТА
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Разработана иммунохроматографическая методика экспрессного определения дибутилфталата. В этой 
целью проведена характеристика конкурентного иммунохимического взаимодействия моноклональных 
антител, меченных золотыми наночастицами, с конъюгатом гаптен-белок и свободным аналитом в раз-
личных средах. Иммунохроматографическая тест-система апробирована для выявления и оценки содер-
жания дибутилфталата в природных водах.

Ключевые слова: фталаты, золотые наночастицы, иммунохроматография, токсиканты

Эфиры фталевой кислоты попадают в окружающую среду и продукты питания из упаковочных ма-
териалов, в которые добавляются в процессе их изготовления. Доказанное негативное воздействие на 
системы органов и тканей человека послужило основой тщательного мониторинга фталатов с определе-
нием нормативов их содержания в различных объектах. Востребованность проведения тестирований не-
посредственно в местах отбора проб определяет направление исследований – разработка иммунохрома-
тографического анализа, позволяющего быстро и точно детектировать аналиты. Объектом исследований 
(определяемым аналитом) в данной работе являлся дибутилфталат. С использованием его аминопроиз-
водного методом азосочетания получены конъюгаты гаптен-белок, использованные для формирования 
тестовой зоны иммунохроматографической системы (тест-полоски). Селективное распознавание обеспе-
чивали моноклональные антитела к дибутилфталату, которые методом физической адсорбции конъюги-
ровали с золотыми наночастицами со средним диаметром 32 нм. Полученные препараты были охарак-
теризованы методами иммуноферментного анализа, спектрофотометрии, инфракрасной спектроскопии 
с преобразованием Фурье, просвечивающей электронной микроскопии. Выбор сочетаний, концентраций 
реагентов и состава реакционной среды обеспечили оптимизацию условия анализа. Тест-системы были 
апробированы при характеристике проб родниковой воды и экстрактов мясосодержащего детского пита-
ния, контаминируемого фталатами через упаковку. Предел обнаружения дибутилфталата составил 30 нг/
мл, рабочий диапазон определяемых концентраций – от 42 до 2700 нг/мл, что согласуется с предельно 
допустимым содержанием (350 нг/мл) и позволяет рассматривать данную впервые разработанную мето-
дику как эффективное средство для анализа различных проб.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (грант 21-14-00306). 
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An immunochromatographic method for the rapid determination of dibutyl phthalate has been developed. For this 
purpose, the competitive immunochemical interaction of monoclonal antibodies labeled with gold nanoparticles 
with a hapten-protein conjugate and a free analyte in various media was characterized. An immunochromatographic 
test system has been tested to detect and evaluate the content of dibutyl phthalate in natural waters. 
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Esters of phthalic acid enter the environment and food products from packaging materials, which are added during 
their manufacture. The proven negative impact on human organs and tissues served as the basis for careful monitoring 
of phthalates with the determination and standardization of their content in various objects. The demand for testing 
directly at sampling sites determines the direction of research - the development of an immunochromatographic 
analysis that allows for the rapid and accurate detection of analytes. The object of research (determined by the 
analyte) in this work was dibutyl phthalate. Using its amino derivative, hapten-protein conjugates were obtained by 
azo coupling, which were used to form the test zone of the immunochromatographic system (test strips). Selective 
recognition was provided by monoclonal antibodies to dibutyl phthalate, which were conjugated by physical 
adsorption with gold nanoparticles with an average diameter of 32 nm. The resulting preparations were characterized 
by enzyme immunoassay, spectrophotometry, Fourier transform infrared spectroscopy, and transmission electron 
microscopy. The choice of combinations, concentrations of reagents and the composition of the reaction medium 
ensured the optimization of the analysis conditions. The test system was tested in the characterization of samples 
of spring water and extracts of meat-containing baby food contaminated with phthalates through packaging. The 
detection limit of dibutyl phthalate was 30 ng/ml, the working range of determined concentrations was from 42 to 
2700 ng/ml, which is consistent with the maximum permissible content (350 ng/ml) and allows us to consider this 
first developed technique as an effective tool for analysis various samples.

This work was supported by the Russian Science Foundation (grant no. 21-14-00306).
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Сконструирован цельно-клеточный биосенсор инозина, представляющий собой штамм-ауксотроф по 
инозину Escherichia coli, имеющий ген зелёного флуоресцентного белка. Биосенсор был использован для 
скрининга образцов культуральной жидкости после ферментации и ко-культивирования с штаммами-про-
дуцентами инозина Bacillus subtilis и Escherichia coli. Показано, что в случае штамма-продуцента флуорес-
ценция биосенсора была в три раза выше, чем в случае штамма дикого типа.

Ключевые слова: цельно-клеточный биосенсор; штамм-ауксотроф; штамм-продуцент инозина; штамм 
дикого типа; скрининг образцов культуральной жидкости; ко-культивирование; ферментация; флуорес-
ценция.

Цельно-клеточные микробные биосенсоры находят широкое применение для скрининга больших би-
блиотек клонов, чтобы отбирать среди них те клоны, которые способны к продукции целевого метаболита. 
Чувствительность, диапазон линейности сигнала, избирательность по отношению к схожим веществам яв-
ляются главными характеристиками биосенсора, которые должны соответствовать области применения 
биосенсора. Мы сконструировали цельно-клеточный биосенсор инозина путём введения гена зелёного 
флуоресцентного белка gfp в хромосому штамма-ауксотрофа по пуринам, не имеющего PurF. Клетки штам-
ма-продуцента инозина также накапливают аденин и гипоксантин, структурно похожие побочные продук-
ты, присутствие которых в культуральной жидкости осложнило бы процедуру скрининга. Для достижения 
желаемой избирательности, то есть низкой чувствительности сенсорного штамма к аденину и гипоксанти-
ну, в данный штамм были введены делеции генов пути реутилизации пуринов add, deoD, hpt и gpt. Для повы-
шения чувствительности биосенсора к инозину необходимо было улучшить рост получившегося штамма; 
для этого в хромосому сенсорного штамма был введён мутантный аллель prsA1, кодирующий устойчивую 
к ингибированию по механизму обратной связи фосфорибозилпирофосфат синтазу. Получившийся штамм 
продемонстрировал зависящий от дозы рост на 0-200 мг/л инозина и был нечувствителен к аденину или 
гипоксантину поодиночке и к присутствию гипоксантина на фоне 100 мг/л инозина. Данный штамм был 
использован для скрининга образцов культуральной жидкости после ферментации штаммов-продуцентов 

инозина Bacillus subtilis1 и Escherichia coli2. Для проведения скрининга, основанного на ко-культивировании, 
были оптимизированы состав среды, условия и уровень экспрессии гена gfp. Получившийся сенсорный 
штамм показал в три раза более сильный уровень сигнала в случае штамма-продуцента, чем в случае штам-
ма дикого типа. С помощью сконструированного в данной работе цельно-клеточного сенсорного штамма 
можно проводить отбор штаммов-продуцентов инозина.

Литература

1. �Asahara T., Mori Y., Zakataeva N.P., Livshits V.A., Yoshida K., and Matsuno K. Accumulation of gene-targeted Bacillus 
subtilis mutations that enhance fermentative inosine production// Appl Microbiol Biotechnol. 2010. Vol. 87. №6. P. 
2195-2207. 

2. �Gronskiy S.V., Zakataeva N.P., Vitushkina M.V., Ptitsyn L.R., Altman I.B., Novikova A.E., and Livshits V.A. The yicM (nepI) 
gene of Escherichia coli encodes a major facilitator superfamily protein involved in efflux of purine ribonucleosides// 
FEMS Microbiology Letters. 2005. Vol. 250. P.39-47.

UDC 579.663  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-140-142

CONSTRUCTION AND APPLICATION OF A WHOLE-CELL INOSINE 
BIOSENSOR
I.A. Kononova, M.A. Zolotukhina, Ch.D. Hook, N.V. Stoynova

Joint-Stock Company “Ajinomoto Genetika Research Institute”, Moscow, Russia
1st Dorozhny proezd, 1-1, Moscow 117545, Russia
e-mail: irena_kononova@agri.ru

A whole-cell inosine biosensor that is inosine auxotrophic Escherichia coli strain carrying a green fluorescent 
protein gene gfp has been constructed. The biosensor was used to screen culture broth samples after fermentation 
of Bacillus subtilis and Escherichia coli inosine-producing strains and for co-cultivation with these strains. It was 
demonstrated that the biosensor strain showed 3-fold higher fluorescent signal in case of the inosine producer 
strain than in case of the wild type strain.

Key words: whole-cell biosensor; auxotrophic strain; inosine-producing strain; wild type strain; screening of culture 
broth samples; co-cultivation; fermentation; fluorescence.

Whole-cell microbial biosensors are widely used to screen large libraries of clones in order to select among 
them those capable of producing the target metabolite. Sensitivity, signal linearity range, selectivity with respect 
to similar compounds are the main characteristics of a biosensor which should correspond to the sensor's field of 
application. We developed a whole-cell inosine biosensor based on PurF-deficient purine auxotroph by introducing 
a green fluorescent protein gene gfp into its chromosome. The inosine-producing cells of interest also accumulate 
adenine (Ade) and hypoxanthine (Hx), structurally similar byproducts whose presence in the culture broth would 
complicated the screening procedure. To achieve the desired selectivity, that is, low sensitivity of the biosensor 
strain to both Ade and Hx, deletions of the add, deoD, hpt, and gpt purine salvage pathway genes were introduced 
into this strain. To increase the sensitivity of the sensor to inosine, it was necessary to improve the growth of 
the resulting strain; to do this, a mutant allele prsA1 encoding a feedback-resistant phosphoribosylpyrophosphate 
synthase enzyme was introduced into it. The resulting strain showed dose-dependent growth at 0-200 mg/L inosine 
and was insensitive to Ade or Hx alone and to Hx mixed with 100 mg/L inosine. The strain was used to screen 
culture broth samples after fermentation of Bacillus subtilis1 and Escherichia coli2 inosine-producing strains. The 
medium composition, conditions, and gfp expression level were optimized for co-cultivation-based screening. The 
resulting biosensor strain was able to distinguish the producer strain from the wild type when co-cultured with an 
activation factor of 3. The applicability of the whole-cell biosensor strain for screening mutant clones shows great 
promise for the selection of inosine-producing strains.
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Предложен подход для определения бета-лактамных антибиотиков группы цефалоспоринов в присут-
ствии пенициллинов методом ферментно-рецепторного анализа (ELRA) с применением рекомбинантного 
белка-рецептора бета-лактамов BlaR-CTD, иммобилизованного на твердой фазе. Перекрестная реакция по-
давляется внесением в жидкую фазу системы высокоаффинных анти-пенициллиновых поликлональных 
антител.

Ключевые слова: ферментно-рецепторный анализ, BlaR-CTD, цефалоспорины 

В биоанализе антибиотиков для распознавания аналита наряду с антителами используются рецеп-
торные белки бактерий, являющиеся мишенью для антимикробных препаратов или выполняющие у ми-
кроорганизмов защитную функцию. В системах ферментно-рецепторного анализа (ELRA) бета-лактамных 
антибиотиков группы цефалоспоринов может применяться рекомбинантный фрагмент трансмембранно-
го рецепторного белка, BlaR-CTD, из Bacillus licheniformis. Однако из-за широкой групповой специфичности 
BlaR-CTD в отношении бета-лактамов наличие в анализируемом образце представителей группы пени-
циллинов в сильной степени мешает определению цефалоспоринов в системе ELRA. Предложен новый 
прием, состоящий в связывании пенициллинов специфическими поликлональными антителами («имму-
нохимическое блокирование») в жидкой фазе, который позволяет селективно детектировать в биоанали-
тической гетерофазной системе взаимодействие рецептора BlaR-CTD с цефалоспоринами в присутствии 
пенициллинов в исследуемом образце. 

ELRA проводили в лунках полистирольного планшета, на внутренней поверхности которых иммо-
билизован рецепторный белок BlaR-CTD. В аналитический буферный раствор системы ELRA добавля-
ли высокоаффинные анти-пенициллиновые иммуноглобулины, которые были выделены из кроличьей 
антисыворотки [1]. В качестве ферментной метки применили конъюгат антибиотика группы цефало-
споринов цефкинома с пероксидазой из корней хрена, синтезированный методом карбодиимидной 
конденсации. Этот конъюгат связывается с BlaR-CTD и не взаимодействует с поликлональными антите-
лами к пенициллинам. Для построения градуировочного графика использовали растворы цефкинома с 
концентрациями от 0,13 до 2,0 нг/мл. Образцы молока нагружали бета-лактамными антибиотиками до 
концентрации ампициллина 4 мкг/кг и цефкинома 20 мкг/кг, что в соответствии с Решением коллегии 
Евразийской экономической комиссии от 13 февраля 2018 г. № 28 равняется максимальным допусти-
мым уровням остатков этих соединений в молоке. Перед анализом образцы разводили в 20 раз, что в 
условиях предложенного ELRA позволяло определять содержание цефкинома в молоке в диапазоне от 
5 до 40 мкг/кг. 

Показано, что добавление в жидкую фазу системы ELRA анти-пенициллиновых иммуноглобулинов 
приводит к образованию иммунного комплекса с ампициллином контаминированных проб в растворе 
и блокирует взаимодействие антибиотика с твердофазным BlaR-CTD (таблица). В ELRA с добавкой специ-
фических антител наблюдали полное комплексирование ампициллина при его концентрации в пробе до 
2 нг/мл, что с учетом фактора разведения соответствует содержанию ампициллина в образце 40 мкг/кг. 

Найдено, что присутствие антител к пенициллинам не действует на связывание цефкинома с BlaR-CTD 
и не влияет на количественное определение этого цефалоспорина в молоке (таблица).

Таблица – Результаты определения цефкинома в образцах молока  
в системе ELRA без добавления антител к пенициллинам и в их присутствии

Образец
Добавленный антибиотик, мкг/кг Измеренное содержание цефкинома, мкг/кг
ампициллин цефкином с антителами без антител

Обезжиренное 
молоко

нет нет < 5 < 5
4 нет 8,7±1,2* < 5

нет 20 21,8±3,3 19,8±1,4

* Найденное извлечение ампициллина связано с различными кросс-реактивностями BlaR-CTD  
к цефкиному (100 %) и ампициллину (333 %).
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A new approach has been proposed for the determination of beta-lactam antibiotics of the cephalosporin group in 
the presence of penicillins by enzyme-linked receptor assay (ELRA) using recombinant beta-lactam receptor protein 
BlaR-CTD immobilized on the solid phase. The cross-reaction is suppressed by adding high-affinity anti-penicillin 
polyclonal antibodies to the liquid phase of the system. 

Key words: enzyme-linked receptor assay, BlaR-CTD, cephalosporins

To recognize an analyte in the bioassays of antibiotics, along with antibodies, bacterial receptor proteins are 
used, which are targets for antimicrobial drugs or play a protective role in microorganisms. Enzyme-linked receptor 
assay (ELRA) systems for beta-lactam antibiotics of the cephalosporin group may include the recombinant fragment 
of transmembrane beta-lactam receptor protein, BlaR-CTD, from Bacillus licheniformis. However, due to the broad 
group specificity of BlaR-CTD for beta-lactams, the presence of a penicillin antibiotic in the sample greatly interferes 
with the cephalosporins ELRA. To settle the problem, a technique has been proposed consisting in the binding of 
penicillins to specific polyclonal antibodies ("immunochemical blocking") in the liquid phase of ELRA, which allows 
the selective detection of BlaR-CTD interaction with cephalosporins in the presence of penicillins in the sample. 

The ELRA was carried out in polystyrene microplate wells covered with BlaR-CTD. High-affinity anti-penicillin 
immunoglobulins, which were isolated from rabbit antiserum [1], were added to the analytical buffer solution of 
the ELRA system. The conjugate of cephalosporin antibiotic cefquinome with horseradish peroxidase, synthesized 
by the carbodiimide condensation, was applied as a label. This conjugate binds to BlaR-CTD and does not interact 
with polyclonal antibodies to penicillins. Buffer solutions with cefquinome concentrations ranging from 0.13 to 2.0 
ng/mL were used as standards for obtaining a calibration curve. Milk samples were artificially contaminated with 
beta-lactam antibiotics to a concentration of ampicillin 4 μg/kg and cefquinome 20 μg/kg, which, in accordance 
with the Decision of the Board of the Eurasian Economic Commission dated February 13, 2018 No. 28, are equal to 
the maximum permissible residue levels of these compounds in milk. Before assay, the milk samples were diluted 
20-fold enabling the determination of cefquinome content in milk in the range from 5 to 40 µg/kg. 

It was shown that anti-penicillin immunoglobulins added to the liquid phase of ELRA system capture ampicillin 
from contaminated milk samples into the immune complex and block its interaction with solid phase BlaR-CTD 
(table). The complete inhibition of ampicillin competition in the cephalosporin ELRA was observed at a concentration 
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of this penicillin in the diluted sample up to 2 ng/ml what corresponded to ampicillin content of 40 μg/kg in the 
initial sample. 

The presence of anti-penicillin antibodies did not affect cefquinome binding to BlaR-CTD, what allowed the 
selective ELRA of cefquinome in milk (table).

Table – The results of cefquinome determination in milk  
using the ELRA system with or without the addition of anti-penicillin antibodies 

Sample
Antibiotic added, µg/kg Cefquinome level determined, µg/kg

ampicillin cefquinome no antibodies with antibodies 

Skimmed milk
no no < 5 < 5
4 no 8,7±1,2* < 5

no 20 21,8±3,3 19,8±1,4

* Observed recovery value is due to the difference in BlaR-CTD  
cross-reactivity to cefquinome (100 %) and ampicillin (333 %).
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Получена и охарактеризована ГКР-активная подложка из целлюлозного мембранного материала, покры-
тая серебряной пленкой и дополнительно модифицированная серебряными наноструктурами. На приме-
ре малатиона показана эффективность ГКР-активной подложки для определения малых концентраций 
пестицидов.
 
Ключевые слова: серебряные наноструктуры, целлюлозная мембрана, спектроскопия гигантского комби-
национного рассеяния, малатион.

Загрязнение пищевой продукции пестицидами и другими опасными контаминантами является акту-
альной проблемой. Для оперативной оценки безопасности продуктов питания стандартно используют 
хроматографические методы, а также биосенсорные системы [1]. Несмотря на их чувствительность и 
точность, протоколы подготовки образцов и сложное оборудование снижают их эффективность для бы-
строго и высокопроизводительного мониторинга безопасности пищевой продукции. Поэтому разработка 
экспрессных методов определения токсичных соединений в низких концентрациях представляет огром-
ный интерес. Таким требованиям отвечает метод спектроскопии гигантского комбинационного рассея-
ния (ГКР), позволяющий осуществлять анализ различных соединений с минимальной подготовкой пробы 
[2,3]. Чувствительность метода достигается путем выбора ГКР-активных подложек, представляющих со-
бой золь наночастиц благородных металлов или твердую наноструктурированную поверхность. По по-
следним исследованиям особое внимание привлекают гибкие ГКР-активные подложки благодаря просто-
те изготовления и обеспечению тесного контакта при взаимодействии с образцом [4]. 

В данной работе предложена гибкая ГКР-активная подложка на основе целлюлозного мембранного 
материала и серебряных наноструктур. Для получения ГКР-активной подложки на первом этапе прово-
дили реакцию серебряного зеркала для формирования серебряной пленки на поверхности мембраны. На 
втором этапе мембрану, покрытую серебряной пленкой, помещали в реакционную смесь из нитрата сере-
бра и лимонной кислоты, после чего восстанавливали в присутствии аскорбиновой кислоты для получе-
ния серебряных наноструктур на поверхности подложки. Поверхность ГКР-подложек была исследована 
методом сканирующей электронной микроскопии. Чувствительность подложки оценивали путем опреде-
ления КР-активной молекулы, меркаптобензойной кислоты (МБК), на её поверхности с помощью Раманов-
ского спектрометра с длиной волны излучения лазера 785 нм. Линейная зависимость характеристическо-
го пика при 1068 см-1 от концентрации МБК наблюдалась в диапазоне концентраций от 10 нМ до 1000 нМ 
и описывалась уравнением y=0.936x+94.772. Эффективность предложенной ГКР-активной подложки для 
определения пестицидов оценивали путем измерения ГКР спектров стандартных растворов малатиона. 
Наиболее интенсивная полоса при 1035 см-1, соответствующая колебаниям Р-О-СН3, была выбрана в каче-
стве аналитического сигнала для количественного определения пестицида. Минимально детектируемая 
концентрация малатиона с помощью ГКР-активной подложки составила 100 нг/мл. Таким образом, по-
казано, что гибкая ГКР-активная подложка на основе серебряных наноструктур является перспективной 
сенсорной платформой для неразрушительного определения пестицидов. 

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (грант № 21-74-20155).
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A SERS-active substrate made of a cellulose membrane material coated with a silver film and additionally modified 
with silver nanostructures has been obtained and characterized. Using the example of malathion, the effectiveness 
of the SERS-active substrate for determining low concentrations of pesticides is shown.
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Contamination of food products with pesticides and other dangerous pollutants is an urgent problem. For 
the rapid assessment of food safety, chromatographic methods and biosensor systems are commonly used [1]. 
Despite their sensitivity and accuracy, sample preparation protocols and sophisticated equipment reduce their 
effectiveness for fast, high-throughput food safety monitoring. Therefore, the development of express methods 
for the determination of toxic compounds at low concentrations is of great interest. These requirements are met 
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by surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), which makes it possible to analyze various compounds with 
minimal sample preparation [2, 3]. The sensitivity of the method is achieved by choosing SERS-active substrates, 
which are a sol of noble metal nanoparticles or a solid nanostructured surface. According to recent studies, special 
attention is paid to flexible SERS-active substrates due to the ease of fabrication and maintaining close contact 
during interaction with the sample [4].

In this work, we propose a flexible SERS-active substrate based on a cellulose membrane material and silver 
nanostructures. To obtain the SERS-active substrate, at the first stage, a silver mirror reaction was performed to 
form a silver film on the membrane surface. At the second stage, the membrane covered with a silver film was 
placed in a reaction mixture of silver nitrate and citric acid, after which silver nitrate was reduced in the presence 
of ascorbic acid to obtain silver nanostructures on the substrate surface. The surface of the SERS substrates 
was studied by scanning electron microscopy. The sensitivity of the substrate was evaluated by determining the 
Raman-active molecule, mercaptobenzoic acid (MBA), on its surface using a Raman spectrometer with a laser 
wavelength of 785 nm. A linear dependence of the characteristic peak at 1068 cm-1 on the MBA concentration was 
observed in the concentration range from 10 nM to 1000 nM and was described by the equation y=0.936x+94.772. 
The effectiveness of the proposed SERS-active substrate for the determination of pesticides was evaluated by 
measuring the SERS spectra of malathion standard solutions. The most intense band at 1035 cm-1, corresponding 
to P-O-CH3 vibrations, was chosen as an analytical signal for the quantitative determination of the pesticide. The 
minimum detectable concentration of malathion using the SERS-active substrate was 100 ng/mL. Thus, it has been 
shown that the flexible SERS-active substrate based on silver nanostructures is a promising sensor platform for the 
nondestructive determination of pesticides.

This work was supported by the Russian Science Foundation (grant no. 21-74-20155).
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Предложена методика определения антиген-связывающей активности антител, иммобилизованных на 
золотых наночастицах. Методика апробирована для белковых и низкомолекулярных антигенов. Для ан-
тител против маркера воспаления, С-реактивного белка, и наночастиц диаметром от 14 до 55 нм способ-
ность связывать антиген сохраняет от 17 до 34% антител. 

Ключевые слова: золотые наночастицы, антитела, конъюгаты, С-реактивный белок.

Конъюгаты наночастиц с антителами широко используются в аналитических и тераностических целях. 
Для оценки функциональной активности конъюгатов необходимо знать количество иммобилизованных 

антител, сохраняющих свои антигенсвязывающие свойства после конъюгации. Подходы, предлагаемые 
для этой цели, связаны с использованием сложного оборудования и низкой производительностью. К тому 
же характеристика конъюгатов антитело-наночастица, как правило, ограничивается оценкой их состава и 
общей связывающей активности. Эти данные оставляют неизвестными долю непродуктивно используе-
мых реагентов, возможности усовершенствования препаратов и не позволяют прогнозировать свойства 
конъюгатов при изменении условий их взаимодействия с целевыми аналитами.

Нами для характеристики конъюгатов разработан простой и производительный метод, основанный на 
регистрации собственной флуоресценции антител и антигенов. Для наночастиц золота, полученных наи-
более распространенным методом Туркевича-Френса и различающихся диаметром (от 14 до 55 нм), син-
тезированы конъюгаты с антителами при разных соотношениях реагентов. Исследовано взаимодействие 
конъюгатов с белковым (маркер воспаления С-реактивный белок) и низкомолекулярным (флуоресцеин) 
антигенами.

Для антител против С-реактивного белка показано, что после конъюгирования с наночастицами толь-
ко 17–34% антигенсвязывающих сайтов сохраняли способность связывать антиген (с учетом бивалентно-
сти IgG). Увеличение размера наночастиц обычно сопровождалось увеличением доли активных антител в 
конъюгате. Однако общее количество адсорбированных антител (в расчете на мл коллоидных растворов, 
нормированных по оптической плотности) резко уменьшалось с ростом диаметра частиц из-за меньшей 
общей площади поверхности частиц. Снижение концентрации антител, используемых для конъюгирова-
ния, приводило к увеличению доли сорбированных антител, не изменяя доступность активных валентно-
стей для связывания с антигеном. При соотношении одна молекула антитела на 100 нм2 поверхности нано-
частиц сорбция антител становится практически полной. Поэтому с точки зрения эффективного расхода 
реагентов предпочтительно использовать концентрации антител, не превышающие этого соотношения.

При рассмотрении антител против флуоресцеина разброс значений активных центров для наночастиц 
13-42 нм составил от 4 до 16%. Максимальная связывающая способность наблюдалась для конъюгата 
частиц с диаметром около 20 нм. Полученные факты свидетельствуют, что значительное влияние на взаи-
модействие антигенов с антителами, меченными наночастицами, оказывают электростатические взаимо-
действия молекул с зарядами на поверхности наночастиц и ионными оболочками вокруг них.

Поскольку комплексы антител с наночастицами часто используются в иммуноанализе, результаты 
исследования позволяют направленно оптимизировать состав наноконъюгатов для улучшения характе-
ристик аналитических систем. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке Российского научного фонда, грант № 19-14-
00370.
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A method for determining antigen-binding activity of antibodies immobilized on gold nanoparticles has been 
proposed. The technique has been tested for protein and low molecular weight antigens. For antibodies against an 
inflammatory marker, C-reactive protein, and nanoparticles with a diameter of 14 to 55 nm, the ability to bind the 
antigen retains from 17 to 34% of the antibodies.

Key words: gold nanoparticles, antibodies, conjugates, C-reactive protein.

Conjugates of nanoparticles with antibodies are widely used for analytical and theranostic purposes. To assess 
functional activity of the conjugates, it is necessary to know the amount of immobilized antibodies that retain 
antigen-binding properties. The approaches proposed for this purpose are associated with the use of complex 
equipment and low productivity. In addition, the characterization of antibody-nanoparticle conjugates is generally 
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limited to assessing their composition and overall binding activity. These data leave unknown the percentage of 
unproductively used reagents, the possibilities for improvement of the preparations, and do not allow predicting 
properties of the conjugates when changing conditions of their interaction with target analytes.

To characterize the conjugates, we have developed a simple and productive method based on the detection 
of intrinsic fluorescence for antibodies and antigens. Conjugates with antibodies at different ratios of reagents 
were synthesized for gold nanoparticles obtained by the most common Turkevich-Frens method and differing in 
diameter (from 14 to 55 nm). The interaction of conjugates with protein (inflammatory marker C-reactive protein) 
and low molecular weight (fluorescein) antigens was studied.

For antibodies against C-reactive protein, it was shown that after conjugation with the nanoparticles, only 17–
34% of antigen-binding sites retained their ability to bind the antigen (taking into account the bivalence of IgG). 
An increase in the size of the nanoparticles was usually accompanied by an increase in the percentage of active 
antibodies in the conjugates. However, the total amount of adsorbed antibodies (per mL of colloidal solutions 
normalized by optical density) sharply decreased with increasing diameter of the particles due to the smaller total 
surface area of the particles. A decrease in the concentration of antibodies used for the conjugation led to an 
increase in the percentage of adsorbed antibodies without changing the availability of active valences for antigen's 
binding. At a ratio of one antibody molecule per 100 nm2 of the surface of the nanoparticles, the sorption of 
antibodies becomes almost complete. Therefore, from the point of view of the effective consumption of reagents, 
it is preferable to use antibody concentrations that do not exceed this ratio.

When considering antibodies against fluorescein and the nanoparticles with diameters from 14 to 55 nm, the 
active site values ranged from 4 to 16%. The maximum binding capacity was observed for the conjugate with 
particles diameter about 20 nm. The obtained facts indicate that the interaction of antigens with antibodies 
labeled with nanoparticles is significantly affected by electrostatic interactions of molecules with charges on the 
nanoparticles surface and ionic shells around them.

Since complexes of antibodies with nanoparticles are often used in immunoassays, the results of the study 
allow targeted optimization of the nanoconjugates composition to improve performance of analytical systems.

This research was financially supported by the Russian Science Foundation, grant number 19-14-00370.
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Термостабильность промышленно значимых ферментов (экзоинулиназа, фитаза, ксиланаза, эндоглюка-
наза) была увеличена в результате рационального дизайна α-спиралей.

Ключевые слова: биотехнология, термостабильность, кормовые добавки, инулин, Penicillium, Aspergillus, 
α-спирали, сайт-направленный мутагенез

Ферменты, применяющиеся в производстве пищевых продуктов и кормов для животных, состави-
ли более 60% рынка промышленно значимых ферментов в 2021 году [1]. Основными востребованными 
ферментами являются карбогидразы и фитазы, на них приходится более 50% рынка [2]. Увеличение тер-
мостабильности таких ферментов позволяет увеличивать эффективность их применения и, в результате, 
снижать стоимость производимых продуктов и кормов.

 Рациональный дизайн трехмерной структуры с последующим сайт-направленным мутагенезом по-
зволяет увеличивать термостабильность ферментов. В данной работе, увеличена термостабильность 
ферментов экзоинулиназы (Ину) Aspergillus awamori, фитазы А (ФитА) A. niger, эндоглюканазы II (ЭГII) 
Penicillium verruculosum и ксиланазы Е (КсилЕ) P. canescens. Увеличение температуры плавления по резуль-
татам дифференциальной сканирующей калориметрии составило: 3,5 °C для Ину G338A, 2,0 °C для ФитА 
S265P, 1,8 °C для ЭГII S308P, 1,1 и 1,2 °C для КсилЕ E177P и A341P. Аминокислотные замены находились в 
области α-спиралей и уменьшали подвижность аминокислотной цепи.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки РФ (Соглашение № 075-15-2021-1071 от 28.09.2021).
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The thermostability of industrially important enzymes (exoinulinase, phytase, xylanase, endoglucanase) was 
increased through the rational design of α-helices.

Key words: biotechnology, thermostability, animal feed, inulin, Penicillium, Aspergillus, α-helices, site-directed 
mutagenesis

Enzymes used in the production of food and animal feed accounted for more than 60% of the market of 
industrially important enzymes in 2021 [1]. The main enzymes in demand are carbohydrases and phytases; they 
account for more than 50% of the market [2]. Increasing the thermostability of such enzymes makes it possible to 
increase the efficiency of their use and, as a result, reduce the cost of manufactured products and feeds.
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The rational design of the tertiary structure followed by site-directed mutagenesis makes it possible to 
increase the thermostability of enzymes. In this work, the thermostability of the enzymes Aspergillus awamori 
exoinulinase (Inu), A. niger phytase A (PhyA), Penicillium verruculosum endoglucanase II (EGII) and P. canescens 
xylanase E (XylE) was increased. The increase in melting temperature according to the results of differential 
scanning calorimetry was: 3.5 °C for Inu G338A, 2.0 °C for PhyA S265P, 1.8 °C for EGII S308P, 1.1 and 1.2 °C for 
XylE E177P and A341P. Amino acid substitutions were located in the area of α-helices and reduced the mobility 
of the amino acid chain.

The work was supported by Ministry of Science and High Education of Russian Federation (Agreement #0175-
15-2021-1071).
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Подобран комплекс ферментов для исчерпывающей ферментативной конверсии полубеленой сульфат-
ной лиственной целлюлозы до моносахаридов, осуществляемой в диапазоне концентрации субстрата от 
100 до 300 г/л. Показана роль целлюлаз, ксиланазы, β-глюкозидазы и полисахаридмонооксигеназы в ин-
тенсификации процесса.

Ключевые слова: целлюлазы, ксиланазы, полисахаридмонооксигеназа, целлюлоза, осахаривание

Полуфабрикат целлюлозно-бумажной промышленности – полубеленая сульфатная лиственная цел-
люлоза – является высоко реакционноспособным субстратом, не требующим дополнительной предобра-
ботки для ее эффективной биоконверсии в моносахариды [1]. Основными ферментами, осуществляющи-
ми гидролиз целлюлозы, являются целлобиогидролазы (ЦБГ) и эндоглюканазы (ЭГ), но исчерпывающий 
гидролиз до глюкозы возможен только в присутствии β-глюкозидазы (БГ, или целлобиазы). В работе было 
показано, что наличие в ферментном комплексе также эндоксиланазы (ЭК) и полисахаридмонооксигена-
зы (ПМО) увеличивает его активность по отношению к целлюлозе, что проявляется в уменьшении вязко-
сти реакционной среды и увеличении выхода моносахаридов.

Была проанализирована эффективность воздействия на полубеленую сульфатную лиственную цел-
люлозу четырех ферментных препаратов: с преимущественным содержанием ЦБГ (ФП1), ЦБГ и ЭГ (ФП2), 
ЦБГ, ЭГ и ЭК (ФП3), ЦБГ и ЭК (ФП4). Наибольшие скорости накопления моносахаридов и снижения вязко-
сти гидролизной среды наблюдались в случае использования ФП4; для данного препарата степень кон-
версии в моносахариды составляла более 95% при варьировании концентрации субстрата в диапазоне от 
100 до 300 г/л.

При варьировании источника вспомогательных к ФП4 ферментов были использованы препараты, 
содержащие преимущественно БГ (ФП5), ПМО (ФП6), и смесь препаратов ФП5 и ФП6 в равных пропор-
циях [2]. Предпочтительным было использование одновременно ФП5 и ФП6: в случае использования 
смеси ФП4, ФП5 и ФП6 ускорялся процесс образования моносахаридов и снижалось время разжижения 
реакционной смеси.

Работа выполнена в рамках ГЗ ФИЦ Биотехнологии РАН (№122041100066-7).
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A complex of enzymes has been selected for the exhaustive enzymatic conversion of semi-bleached sulfate 
hardwood pulp to monosaccharides, carried out in the substrate concentration range from 100 to 300 g/l. The role 
of cellulases, xylanase, β-glucosidase and polysaccharide monooxygenase in the intensification of the process is 
shown.

Key words: cellulases, xylanases, polysaccharide monooxygenase, cellulose, saccharification

A semi-finished product of the pulp and paper industry, semi-bleached sulfate hardwood pulp, is a highly reactive 
substrate that does not require additional pretreatment for its effective bioconversion into monosaccharides [1]. 
Cellobiohydrolases (CBH) and endoglucanases (EG) are the main enzymes that carry out cellulose hydrolysis, but 
exhaustive hydrolysis to glucose is possible only in the presence of β-glucosidase (BG, or cellobiase). It was shown 
in the work that the presence of endoxylanase (EX) and polysaccharide monooxygenase (PMO) in the enzyme 
complex also increases its activity towards cellulose, which manifests itself in a decrease in the viscosity of the 
reaction medium and an increase in the yield of monosaccharides.

The effectiveness of four enzyme preparations on semi-bleached sulfate hardwood pulp was analyzed: with a 
predominant content of CBH (EP1), CBH and EG (EP2), CBH, EG and EX (EP3), CBH and EX (EP4). The highest rates 
of accumulation of monosaccharides and a decrease in the viscosity of the hydrolysis medium were observed in 
the case of using EP4; for this preparation, the degree of conversion to monosaccharides was more than 95% when 
varying the concentration of the substrate in the range from 100 to 300 g/l.

When varying the source of enzymes auxiliary to EP4, preparations containing predominantly BG (EP5), PMO 
(EP6) and a mixture of EP5 and EP6 in equal proportions were used [2]. The use of EP5 and EP6 simultaneously was 
preferable: in the case of using a mixture of EP4, EP5 and EP6, the process of formation of monosaccharides was 
accelerated and the time of viscosity reduction of the reaction mixture decreased.

The work was carried out within the framework of the SA FRC “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian 
Academy of Sciences (№122041100066-7).
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В КАЧЕСТВЕ МЕТОК В ИММУНОХРОМАТОГРАФИИ  
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Получены серии препаратов наночастиц различной формы, состава и характера поверхности. Все препа-
раты конъюгированы со стафилококковым белком А методом физической адсорбции и апробированы в 
непрямой схеме иммунохроматографического определения нонилфенола - неионного поверхностно-ак-
тивного вещества, значимого техногенного токсичного контаминанта окружающей среды.

Ключевые слова: алкилфенолы, поверхностно-активные вещества, золотые наночастицы, серебряные 
наночастицы, биметаллические наночастицы, иммунохроматография

Поверхностно-активные вещества (ПАВ) широко используются человеком как основные компоненты 
моющих средств. Контаминируя сточные воды, они попадают в водоемы и почву и распространяются по 
пищевым цепям экосистем, что приводит к негативному воздействию на здоровье человека. Определение 
ПАВ в объектах окружающей среды преимущественно проводят инструментальными хроматографически-
ми методами, характеризующимися трудоемкостью, высокой стоимостью и значительными времязатра-
тами. Альтернативный подход состоит в применении иммунохимических методов, самым экспрессным из 
которых – не более 20 мин – является иммунохроматографический анализ (ИХА). 

В данной работе при разработке ИХА в качестве метки были использованы наночастицы, полученные 
химическим окислением-восстановлением различных прекурсоров. Всего синтезировано десять препара-
тов разного состава (золотые, серебряные и биметаллические), размера и формы (наноцветы, нанозвез-
ды и наноежики). Для связывания специфических антител, обеспечивающего мечение формирующихся 
в ходе анализа иммунных комплексов, наночастицы были конъюгировныи со стафилококковым белком 
А. Полученные препараты охарактеризованы методами просвечивающей электронной микроскопии и 
динамического рассеяния света; с использованием иммунохроматографических мембран подтверждено 
сохранение реакционной способности иммобилизованных белком А.

В качестве рецепторной молекулы в ИХА использовали кроличьи поликлональные антитела про-
тив нонилфенола. Конъюгат нонилфенола с белком-носителем, иммобилизовали на рабочую мембрану 
тест-полоски для формирования тестовой зоны. В пробу, содержащую или не содержащую нонилфенол, 
добавляли антисыворотку, а затем конъюгированные с белком А наночастицы. После инкубации реак-
ционной ссмеси и погружения в нее края тест-полоски инициировалось движение жидкости по порам 
мембран под действием капиллярных сил, приводившее к формированию детектируемых иммунных 
комплексов. При отсутствии в пробе нонилфенола в тестовой зоне формировалась окрашенная полоса, 
свидетельствовавшая об образовании комплекса (белок-носитель-нонилфенол)-антитело-(белок А-нано-
частица). При наличии в пробе нонилфенола тестовая зона не окрашивалась. Для выбранных условий 
проведения ИХА линейный диапазон определяемых концентраций нонилфенола в воде составил от 2 до 
100 мкг/мл, время анализа 15 мин.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (грант 22-13-00293).
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Series of preparations of nanoparticles of various shapes, compositions, and surface patterns have been obtained. 
All preparations are conjugated with staphylococcal protein A by physical adsorption and tested in an indirect 
scheme for the immunochromatographic determination of nonylphenol, a non-ionic surfactant, a significant 
technogenic toxic environmental contaminant.

Key words: alkylphenols, surfactants, gold nanoparticles, silver nanoparticles, bimetallic nanoparticles, 
immunochromatography

Surfactants are widely used by humans as the main components of detergents. By contaminating wastewater, 
they enter water bodies and soil and spread through the food chains of ecosystems which leads to a negative 
impact on human health. The determination of surfactants in environmental objects is mainly carried out by 
instrumental chromatographic methods, which are characterized by laboriousness, high cost, and considerable 
time. An alternative approach is to use immunochemical methods, the most express of which - no more than 20 
minutes - is immunochromatographic analysis (ICA).

In this work, nanoparticles obtained by chemical oxidation-reduction of various precursors were used as a 
label when developing ICA. In total, ten preparations of different composition (gold, silver and bimetallic), size 
and shape (nanoflowers, nanostars and nanogeeks) were synthesized. The nanoparticles were conjugated with 
staphylococcal protein A to bind specific antibodies, which provides labeling of the immune complexes formed 
during the analysis. The resulting preparations were characterized by transmission electron microscopy, dynamic 
light scattering. Using immunochromatographic membranes, the preservation of the reactivity of immobilized with 
protein A was confirmed.

Rabbit polyclonal antibodies against nonylphenol were used as the receptor molecule in ICA. A conjugate of 
nonylphenol with a carrier protein was immobilized on the working membrane of the test strip to form a test zone. 
Antiserum was added to the probe with or without nonylphenol, and then nanoparticles conjugated with protein A 
were dropped. After the incubation of the reaction mixture and the immersion of the edge of the test strip into it, the 
movement of the liquid along the pores of the membranes under the action of capillary forces was initiated, which led 
to the formation of detectable immune complexes. In the absence of nonylphenol in the sample, a colored band formed 
in the test zone, indicating the formation of a (carrier protein-nonylphenol)-antibody-(protein A-nanoparticle) complex. 
In the presence of nonylphenol in the probe the test zone did not stain. For the selected ICA conditions, the linear range 
of determined concentrations of nonylphenol in water was from 2 to 100 µg/mL, the analysis time was 15 min.
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Из твердых жировых отходов животноводческого предприятия выделены и изучены грибные изоляты, 
способные к гидролизу жиров. Проведено лабораторное испытание по биоконверсии жиромассы в соста-
ве торфо-жировой смеси полученными микромицетами.

Ключевые слова: микромицеты; липолитическая активность; деградация жиров; гидролитические фер-
менты; липазы.

Сточные воды пищевых промышленных предприятий вместе с другими загрязняющими веществами 
часто содержат сгустки молочных или насыщенных животных жиров [1] и при попадании в окружающую 
среду без надлежащей очистки могут вызывать серьезные экологические проблемы, подобные нефтя-
ным разливам, из-за своих общих физических свойств [2]. Липофильные микроорганизмы, включая бакте-
рии и микромицеты, обладают значимым биотехнологическим потенциалом и могут быть использованы 
для биологической очистки подобных стоков [3]. Целью исследования стало выделение микромицетов 
из отходов пищевой промышленности и скрининг продуцентов липаз для выявления биотехнологически 
перспективных штаммов. 

Для получения накопительных и чистых культур микромицетов использовались модифицированные 
селективные среды Эшби и дрожжевой агар Чапека с добавлением свиного жира (2 %) в качестве основ-
ного селективного агента. Способность окислять жиры полученными изолятами определяли реакцией 
с сульфатом меди [4]. Для изолятов, показавших положительную реакцию на гидролиз жиров, проведе-
ны эксперименты по количественному определению липолитической активности по методу Ота-Ямада. 
Идентификация наиболее эффективных продуцентов липолитических ферментов проводилась по нукле-
отидной последовательности региона ITS. Для лабораторного эксперимента по биоконверсии твердых 
жироотложений выбранными продуцентами использованы два варианта жиро-торфяной смеси с разным 
соотношением компонентов.

Всего выделено 12 перспективных микромицетов, 7 из которых относились к роду Galactomyces, два к 
роду Apergillus и по одному к Penicllium, Mucor, Rhizopus. В эксперименте по гидролизу жиров максимальная 
липолитическая активность была отмечена у Galactomyces sp. БШБ1 и Rhizopus sp. M и составила 25 ми-
кромоль×ч-1×мл-1 и 27,5 микромоль×ч-1×мл-1, соответственно. Штамм Penicillium sp. СС показал активность 
в 7,5 микромоль×ч-1×мл-1 на 4-5 сутки культивирования. Температурные и рН границы, при которых воз-
можна работа изучаемых ферментов, составили 15-25 °С и рН от 5.0 до 10.0, соответственно.

Эксперимент по разложению жиросодержащих отходов с использованием штаммов микромицетов 
Galactomyces sp. БШБ1, Penicillium sp. СС и Rhizopus sp. M. показал, что наиболее эффективными стали изо-
ляты Penicillium sp.CC и Rhizopus sp.M (Рисунок 1), которые практически полностью утилизировали куски 
жиромассы в обеих тестируемых формулах торфо-жировой смеси (доля вносимой жиромассы составляла 
39 %). На основе анализа всех проведенных исследований наибольшим биотехнологическим потенциа-
лом обладает штамм Rhizopus sp. M. 

Рисунок 1   Жиро-торфяная смесь после инкубации в течение 34 суток при 25 °С с микромицетами.  
Белыми стрелками отмечены неразложившиеся кусочки жиромассы. К – контроль без грибков.  
Ф1 и Ф2 – формулы торфо-жировой смеси №1 и №2, соответственно

Исследование выполнено при поддержке Программы развития Томского государственного универси-
тета (Приоритет-2030).
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Fungal isolates capable of fat hydrolysis have been isolated from the solid fat waste of food processing plants and 
studied. A laboratory test on the bioconversion of fat mass in the peat-fat mixture by micromycetes was carried out.

Key words: micromycetes; lipolytic activity; fat degradation; hydrolytic enzymes; lipases.

Wastewater from food processing plants often contain clots of dairy or saturated animal fats along with other 
pollutants [1], and, if released into the environment without proper treatment, can cause serious environmental 
problems, similar to oil spills due to their common physical properties [2]. Lipophilic microorganisms, including 
bacteria and micromycetes, have significant biotechnological potential and can be used for biological treatment of 
such effluents [3]. The aim of the study was to isolate micromycetes from food industry waste and to screen lipase 
producers to identify strains having potential for biotechnological application.

Modified selective Ashby media and Chapek yeast agar with the addition of pork fat (2%) as the main selective 
agent were used to obtain enrichments and pure cultures of micromycetes. The ability of the obtained isolates to 
oxidize fats was determined by reaction with copper sulfate [4]. For isolates that showed a positive reaction to fat 
hydrolysis, experiments were conducted to quantify lipolytic activity using the Ota-Yamada method. Identification 
of the most effective producers of lipolytic enzymes was carried out by the nucleotide sequence of the ITS region. 
For a laboratory experiment on the bioconversion of solid fat deposits by the selected isolates two variants of a 
fat-peat mixture with a different ratio of components were used.

A total of 12 promising micromycetes were identified, 7 of which belonged to the genus Galactomyces, 
two – to the genus Apergillus and rest three strains – to Penicllium, Mucor and Rhizopus. In the fat hydrolysis 
experiment, the maximum lipolytic activity was observed in Galactomyces sp. BSHB1 and Rhizopus sp. M and 
reached 25 µmol×h-1×ml-1 and 27.5 µmol×h-1×ml-1, respectively. Strain Penicillium sp. CC showed activity of  
7.5 µmol×h-1×ml-1 after 4-5 days cultivation. The temperature and pH limits for the functioning f the studied 
enzymes were 15-25 °C and from 5.0 to 10.0, respectively.

An experiment on the decomposition of fat-containing waste using strains of micromycetes Galactomyces sp. 
BShB1, Penicillium sp. СС and Rhizopus sp. M. showed that the most effective producers are Penicillium sp. CC 
and Rhizopus sp. M isolates (Figure 1), which almost completely utilized pieces of fat mass in both tested peat-fat 
mixtures. Based on the analysis of all obtained data, the Rhizopus sp. M strain has the greatest biotechnological 
potential.
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Figure 1   Fat-peat mixture after incubation for 34 days at 25 °C inoculated with micromycetes.  
White arrows indicate undecomposed pieces of fat mass. K – control without fungi.  
F1 and F2 - formulas of peat-fat mixture No. 1 and No. 2, respectively.

This study was supported by the Tomsk State University Development Program (Priority-2030).

References

1. �Tsuji M., Yokota Y., Kudoh S., Hoshino T. Comparative analysis of milk fat decomposition activity by Mrakia spp. isolated 
from Skarvsnes ice-free area, East Antarctica // Cryobiology. – 2015.   V.70.   P.293–296. 

2. �Fadile A., El Hassani F. Z., Aissam H., Merzouki M., Benlemlih M. Aerobic treatment of lipid-rich wastewater by a 
bacterial consortium // African Journal of Microbiology. – 2011.   V.5, I.30.   P. 5333-5342.

3. �Sanghamitraa P., Mazumdera D., Mukherjee S. Treatment of wastewater containing oil and grease by biological method 
// Journal of Environmental Science and Health, Part A. – 2021.   V.56, I.4. – P.394–412.

4. �Harrigan W.F., McCance M.E. Laboratory methods in Microbiology. 3 ed., New York: Academic Press, 1966, 357p. 

УДК 628.193  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-160-161

ТЕСТ-СИСТЕМА С ЛАТЕРАЛЬНЫМ ПОТОКОМ ДЛЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ИОНОВ РТУТИ В ВОДНЫХ ОБЪЕКТАХ
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Реализована тест-система с латеральным потоком и оптимизированы условия для чувствительного и се-
лективного определения ионов ртути в природных водах. Тест-система характеризуется диапазоном ли-
нейности отклика от 0,3 до 25 нг/мл и пределом обнаружения, равным 0,13 нг/мл, удовлетворяющими 
практическим требованиям для контроля безопасности питьевой воды.
 
Ключевые слова: тест-система с латеральным потоком, ионы ртути, меркаптоянтарная кислота, наноча-
стицы золота.

Загрязнение ртутью объектов окружающей среды представляет собой глобальную экологическую про-
блему; поэтому быстрая и чувствительная детекция содержания ионов ртути имеет особое значение для 
обеспечения безопасности здоровья человека. С этой целью реализована тест-система с латеральным по-
током, позволяющая по интенсивности полосы на мембране определить концентрацию ионов ртути в воде. 

Принцип тестирования основан на сочетании образования комплексов Au-Hg и последующего хелатирова-
ния с меркаптоянтарной кислотой (МЯК) на мембране. Для этого МЯК, конъюгированную с белком-носи-
телем, предварительно наносили на мембрану, формируя полосу – зону связывания, а для визуализации 
сигнала использовали наночастицы золота, стабилизированные детергентом Твин-20. Для обеспечения 
максимального оптического сигнала на мембране оптимизированы условия детекции ионов ртути, вклю-
чающие выбор диаметра наночастиц золота (30 нм), концентрацию конъюгата МЯК, иммобилизуемого на 
мембране (0,5 мг/мл), а также выбор детергента. В оптимальных условиях тест-система с латеральным 
потоком показала линейную зависимость регистрируемой интенсивности окрашивания в зоне связывания 
для концентраций Hg2+ от 0,3 до 25 нг/мл и предел обнаружения 0,13 нг/мл. Общее время анализа составило 
11 минут. Принципиальным преимуществом тест-системы является возможность ее применения в поле-
вых условиях, без дополнительных реагентов и устройств. Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (грант № 22-23-00859).
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A LATERAL FLOW TEST SYSTEM FOR THE SENSITIVE DETERMINATION OF 
MERCURY IONS IN WATER BODIES
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A lateral flow test system has been implemented and the conditions for the sensitive and selective determination 
of mercury ions in the matrix of natural waters have been optimized. A linear range for mercury ions concentration 
from 0.3 to 25 ng/ml and limit of detection of 0.13 ng/mL were achieved, which meets the practical requirements 
for drinking water.

Key words: lateral flow test system, mercury ions, mercaptosuccinic acid, gold nanoparticles

Mercury pollution of environmental objects is a global environmental problem, and therefore the rapid and 
sensitive detection of mercury ions is of particular importance for ensuring the safety of human health. For this 
purpose, a lateral flow test system with was implemented, which makes it possible to determine the concentration of 
mercury ions in water by the intensity of the band on the membrane. The testing principle is based on a combination 
of Au-Hg complexation and subsequent chelation with mercaptosuccinic acid (MSA) on the membrane. For this 
purpose, MSA conjugated with a carrier protein was preliminarily applied to the membrane, forming a binding zone, 
and to visualize the signal, gold nanoparticles stabilized by Tween-20 were used. To ensure the maximum optical 
signal on the membrane, the conditions for detecting mercury ions were optimized, including the choice of the 
diameter of gold nanoparticles (30 nm), the concentration of the MSA conjugate immobilized on the membrane 
(0.5 mg/mL), and the choice of detergent. Under optimal conditions, the lateral flow test system showed a linear 
dependence of the registered staining intensity in the binding zone for Hg2+ concentrations from 0.3 to 25 ng/mL 
and a detection limit of 0.13 ng/mL. The total analysis time was 11 minutes. The principal advantage of the test 
system is the possibility of its use in the field, without additional reagents and devices.

This work was supported by the Russian Science Foundation (grant no. 22-23-00859).
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Штамм Pseudomonas veronii 7р-81 является деструктором как алифатических, так и ароматических угле-
водородов. Гены, кодирующие ферменты деградации ПАУ и н-алканов, локализованы на конъюгативной 
плазмиде. Степень деградации нефти исследуемым штаммом в жидкой минеральной среде составила 
20,8 % за 7 суток.

Ключевые слова: Pseudomonas, плазмида, алкан, ПАУ, деградация, нефть, 

Одним из наиболее часто используемых методов ликвидации нефтезагрязнений является примене-
ние биопрепаратов на основе микроорганизмов-нефтедеструкторов. Бактерии рода Pseudomonas способ-
ны к окислению разнообразных поллютантов, в том числе, и углеводородов нефти, поэтому часто входят 
в состав биопрепаратов. Штамм Pseudomonas veronii 7p-81 был выделен из образцов грунта, отобранных 
с районов нефтяных месторождений Нефтеюганского района Ханты-Мансийского автономного округа – 
Югры.  Выделенный микроорганизм способен к деградации как среднецепочечных н-алканов (С8 -С12), так 
и полициклических ароматических углеводородов. Функциональные генетические системы, отвечающие 
за деградацию как полициклических ароматических углеводородов (гены nah), так и алканов (гены alk) 
расположены на конъюгативной плазмиде IncP-7 группы размером 206 т.п.н.

Оценка деградативного потенциала штамма Pseudomonas veronii 7p-81 в отношении нефти была про-
анализирована в жидкой минеральной среде с 2% нефти в течении 7 суток. Степень деградации нефти 
составила 21 %, причем 3 % приходилось на алкановую фракцию и 10 % на среднекипящую фракцию угле-
водородов нефти. 

Важнейшим аспектом для понимания особенностей биодеградации многокомпонетного загрязнителя 
(нефть) единственным микроорганизмом-мультидеструктором является организация соответствующих 
путей биодеградации [1]. Организация ключевых биохимических и генетических элементов метаболизма, 
отвечающих за окисление углеводородов, у штамма Pseudomonas veronii 7p-81 не отличается от таковой 
у узкоспециализированных деструкторов отдельных классов субстратов. Был проведен эксперимент по 
оценке одновременной деградации нафталина и декана исследуемым микроорганизмом в жидкой ми-
неральной среде в течении 75 часов при температуре 26 0C. В бисубстратной системе в первые 20 часов 
наблюдалась деградация только алифатического углеводорода, а в последующие часы культивирования 
также происходила деградация ПАУ. Вероятно подобное явление обусловлено влиянием декана на актив-
ность ферментов деградации нафталина. По-видимому, снижение концентрации алифатического соедине-
ния в среде поспособствовало активизации процесса деградации нафталина. Возможно, при составлении 
консорциумов микроорганизмов для очистки окружающей среды от нефти и нефтепродуктов необходимо 
учитывать взаимовлияние углеводородов разных классов на активность ферментов биодеградации. Мож-
но выдвинуть гипотезу, что при применении биопрепаратов в технологиях восстановления окружающей 
среды от нефтезагрязнений следует проводить последовательное внесение микроорганизмов: сначала 
интродуировать штаммы-деструкторы алифатических углеводородов, а затем бактерии-деструкторы аро-
матических углеводородов.

Таким образом, штамм Pseudomonas veronii 7р-81 является биотехнологически перспективным муль-
тидеструктором углеводородов и представляет интерес для дальнейшего изучения процессов деградации 
мультисубстратных систем. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 22-24-01138, https://rscf.ru/
project/22-24-01138/
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Pseudomonas veronii strain 7p-81 is a destructor of both aliphatic and aromatic hydrocarbons. The genes encoding 
the enzymes of degradation of PAHs and n-alkanes are localized on the conjugative plasmid. The degree of oil 
degradation by the studied strain in a liquid mineral medium was 20.8% for 7 days.

Key words: Pseudomonas, plasmid, alkane, PAH, degradation, crude oil

One of the most frequently used methods of oil pollution clean-up is the use of biological products based on 
oil-degrading microorganisms. Bacteria of the genus Pseudomonas are capable of oxidizing various pollutants, 
including oil hydrocarbons, and therefore are often included in biological preparations. The Pseudomonas veronii 
strain 7p-81 was isolated from the oil-contaminated soil in the Middle Ob region. The isolated microorganism 
is capable of degrading both medium-chain n-alkanes (C8-C12) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). 
Functional genetic systems responsible for the degradation of both polycyclic aromatic hydrocarbons (nah genes) 
and n-alkanes (alk genes) are located on a conjugative plasmid of the IncP-7 group with a size of 206 kb.

The assessment of the degradation potential of Pseudomonas veronii strain 7p-81 in relation to oil was analyzed 
in a liquid mineral medium with 2% oil for 7 days. The degree of degradation of oil was 21%, with 3% accounted for 
by the alkane fraction and 10% by the average boiling fraction of petroleum hydrocarbons.

The most important aspect for understanding the features of biodegradation of a multicomponent pollutant 
(crude oil) by a single microorganism-multidestructor is the organization of the corresponding biodegradation 
pathways. The organization of the key biochemical and genetic elements of metabolism responsible for the 
oxidation of hydrocarbons in Pseudomonas veronii strain 7p-81 does not differ from that in highly specialized 
destructors of certain classes of substrates. An experiment was conducted to evaluate the simultaneous 
degradation of naphthalene and decane by the studied microorganism in a liquid mineral medium for 75 hours 
at a temperature of 26 0C. In the bisubstrate system, only the aliphatic hydrocarbon was degraded in the first 20 
hours, and PAHs were also degraded in the subsequent hours of cultivation. Probably, this phenomenon is due 
to the influence of decane on the activity of naphthalene degradation enzymes. Apparently, the decrease in the 
concentration of the aliphatic compound in the medium contributed to the activation of the process of naphthalene 
degradation. Perhaps, when compiling consortiums of microorganisms for cleaning the environment from crude 
oil and oil products, it is necessary to consider the mutual influence of hydrocarbons of different classes on the 
activity of biodegradation enzymes. It can be hypothesized that when using biopreparations in technologies for the 
recovery of the environment from oil pollution, sequential introduction of microorganisms should be carried out: 
first, strains-destructors of aliphatic hydrocarbons should be introduced, and then bacteria-destructors of aromatic 
hydrocarbons.

Thus, the Pseudomonas veronii strain 7p-81 is a biotechnologically promising multi-destructor of hydrocarbons 
and is of interest for further study of the degradation processes of multisubstrate systems.

The research was carried out at the expense of the grant of the Russian Science Foundation No. 22-24-01138, 
https://rscf.ru/project/22-24-01138/
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У почвообитающих аскомицетов Lecanicillium aphanocladii, Talaromyces sayulitensis, Trichoderma harzianum, 
Fusarium oxysporum обнаружена способность использовать полиэтилентерефталат (ПЭТ) в качестве един-
ственного источника углерода и энергии. У всех исследованных грибов выявлена активность кутиназы – 
ключевого фермента деполимеризации, а также ряда оксидоредуктаз, катализирующих утилизацию образу-
ющихся продуктов: пероксидазы – у F. oxysporum, пероксидаз и/или оксидаз – у L. aphanocladii и T. sayulitensis. 
Полученные данные вносят вклад в понимание процессов деградации/трансформации пластиков в природ-
ных экосистемах и могут быть использованы для разработки экологических биотехнологий.

Ключевые слова: полиэтилентерефталат, аскомицеты, кутиназа, пероксидаза, оксидаза

Загрязнение окружающей среды синтетическими полимерами (пластиками) является одной из самых 
серьезных проблем современности. В последние годы многообещающей перспективой для переработки 
определенных типов пластиков стали ферменты, расщепляющие полимеры на отдельные мономеры или 
олигомеры с потенциально полезными свойствами [1,2]. 

Грибы, относящиеся к широко распространенному отделу Ascomycota, обладают уникальной гидро-
литической и окислительной ферментной системой, позволяющей им эффективно разлагать не только 
природные, но и синтетические полимеры и ассимилировать образующиеся мономеры. 

Впервые нами была выявлена способность использовать полиэтилентерефталат (ПЭТ) в качестве 
единственного источника углерода и энергии у представителей аскомицетов, принадлежащих к разным 
эколого-физиологическим группам: фитопатогенного Fusarium oxysporum, энтомопатогенного Lecanicillium 
aphanocladii, ризосферного Talaromyces sayulitensis и почвообитающего Trichoderma harzianum. О деграда-
ции этого пластика свидетельствовали снижение веса ПЭТ на 200-270 мг за 14 сут (при стартовом количе-
стве 1 г) при одновременном приросте сухого веса мицелия на 180-200 мг, для разных видов. Увеличение 
мутности среды культивирования, свидетельствующее о разрушении исходного синтетического полимера, 
и рост F. oxysporum на пластинах ПЭТ показаны на рисунке 1. Следует отметить, что деградация проходила 
при температуре 26-28°С, что отличает исследованные аскомицеты от бактерий, у которых деградация 
этого субстрата проходит при повышенных температурах.

Способность к деградации ПЭТ является следствием продукции грибами кутиназы – фермента, де-
полимеризующего подобные полимеры [2]. Показано, что деградация ПЭТ сопровождалась продукцией 
кутиназы всеми исследованными грибами на первых этапах, на более поздних выявлены активности  пе-
роксидазы – у F. oxysporum, пероксидаз и оксидаз – у L. aphanocladii и T. sayulitensis. По-видимому, перок-
сидаза необходима грибам для утилизации образующихся ароматических моно- и олигомеров. Продукция 
пероксидаз/оксидаз  в процессе деградации ПЭТ также показана нами впервые. Выяснение роли этих 
ферментов будет предметом дальнейшего исследования. 

Полученные данные вносят вклад в понимание процессов самоочищения природных экосистем от 
пластиков и могут быть использованы для разработки экологических биотехнологий.

Рисунок 1. Рост F. oxysporum на пластинах полиэтилентерефталата (ПЭТ) как единственном источнике углерода:  
А – Рост гриба на минеральной среде с ПЭТ как единственным источником углерода (справа),  
контроль – без гриба (слева). Б – Рост мицелия F. oxysporum на пластинках ПЭТ: а – рост мицелия внутри  
и на поверхности пластика, b – фиолетовое окрашивание соответствует нафтохиноновому пигменту  
внутри грибных клеток, с – пластик без мицелия (LEICA DFC 290, увеличение 120).

Исследование выполнено в рамках темы госзадания №ГР 121031700141-7
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Soil-inhabiting ascomycetes Lecanicillium aphanocladii, Talaromyces sayulitensis, Trichoderma harzianum, and 
Fusarium oxysporum could use polyethylene terephthalate (PET) as the sole source of carbon and energy. The 
activities of cutinase, the key enzyme of depolymerization, was revealed in all studied fungi. Some oxidoreductases 
which can catalyze the utilization of the formed products (peroxidases in F. oxysporum, peroxidases and/or 
oxidases in L. aphanocladii and T. sayulitensis) were found too. The data obtained contribute to the understanding 
of the processes of degradation/transformation of plastics in natural ecosystems and can be used to develop 
environmental biotechnologies.

Key words: polyethylene terephthalate, ascomycetes, cutinase, peroxidase, oxidase

Environmental pollution with synthetic polymers (plastics) is one from the most serious problems of the 
present. In recent years, enzymes that degrade polymers into separate monomers or oligomers with potentially 
useful properties have become a promising prospect for the processing of certain types of plastics [1,2].

Fungi belonging to the widespread phylum Ascomycota have a unique system of hydrolytic and oxidative 
enzymes that allows them to effectively degrade as natural as synthetic polymers and assimilate of the resulting 
monomers.

The ability to use polyethylene terephthalate (PET) as the sole source of carbon and energy by representatives 
of ascomycetes belonging to different ecological and physiological groups: phytopathogenic Fusarium oxysporum, 
entomopathogenic Lecanicillium aphanocladii, rhizospheric Talaromyces sayulitensis, and soil-inhabiting 
Trichoderma harzianum has been revealed. The degradation of this plastic was evidenced by a decrease of PET 
weight by 200-270 mg during 14 days (with a start amount of 1 g) with a simultaneous increase of the dry weight of 
mycelium by 180-200 mg, for different species. An increase in the turbidity of the cultivation medium, indicating the 
degradation of the parent synthetic polymer, and the growth of F. oxysporum on PET plates are shown on Figure 1. It 
should be noted that the degradation occur at a temperature of 26-28°C. It distinguishes the studied ascomycetes 
from bacteria which degrade this substrate at high temperatures.

The ability of fungi to degrade PET is a result of the production of cutinase that can depolymerize such 
polymers [2]. It was shown that the degradation of PET was accompanied by the production of cutinase by all 
studied fungi at the first stapes; during the later stapes, peroxidase activities in F. oxysporum, peroxidases and 
oxidases in L. aphanocladii and T. sayulitensis were revealed. Perhaps the peroxidases/oxidases are necessary to 
fungal utilization of resulting aromatic mono- and oligomers. The production of peroxidases/oxidases during PET 
degradation was shown for the first time in our study. The determination of functions of these enzymes will be the 
subject of further researches.

The data obtained contribute to understanding the processes of self-purification of natural ecosystems from 
plastics and can be used to develop environmental biotechnologies.
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Figure 1. Growth of F. oxysporum on polyethylene terephthalate (PET) plates as the sole carbon source:  
A – Fungal growth on a mineral medium with PET as the sole carbon source (right), control without fungus (left).  
B – growth of mycelium of F. oxysporum on PET plates: a – mycelium growth inside and on the plastic surface,  
b – violet staining corresponds to naphthoquinone pigment inside fungal cells,  
c – plastic without mycelium (LEICA DFC 290, magnification 120).

The study was carried out within the framework of the topic of state assignment No. GR 121031700141-7
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Проведен скрининг коллекционных культур нефтеокисляющих микроорганизмов по способности дегра-
дировать нефть при разных температурах (15 оС, 30 оС, 50 оС). В результате отобрано 10 штаммов, показав-
ших высокую активность при всех исследуемых температурах.

Ключевые слова: нефтяное загрязнение, деструкция нефти, нефтеокисляющие микроорганизмы, скри-
нинг, температура

Для нефтеокисляющих микроорганизмов температурный режим является одним из основных факто-
ров для окисления углеводородов нефти. Микроорганизмы, адаптированные к климатическим условиям 
своих регионов обитания, способны осуществлять эффективную деструкцию нефти даже в условиях се-
зонных перепадов температур, низкой влажности грунта и солености почвы. В связи с этим определена 
способность коллекционных нефтеокисляющих микроорганизмов расти в жидкой минеральной среде Во-
рошиловой-Диановой с 1% нефтью месторождения Жанаталап (плотность 814-892 кг/м3, малосернистая 
0,17-0,38%, малопарафинистая 0,31-1,01%) при разных температурах (15 оС, 30 оС, 50 оС). В работе использо-
вали бактериальные культуры, ранее выделенные из загрязненных почв Западного Казахстана. Культиви-
рование проводили в колбах Эрленмейера, содержащих по 100 мл среды, в термостатируемых шейкерах 
(180 об/мин).

В результате проведенных исследований установлено, что при 15 оС из 54 штаммов 17 показали хороший 
рост. При этом на поверхности среды не наблюдалось нефтяной пленки, сама же нефть преобразовывалась 

либо в однородную эмульсию, либо была в виде мелких взвешенных частиц. Отмечался значительный при-
рост биомассы. У 11 штаммов рост был умеренный, а у остальных – слабый. При 30 оС 27 штаммов хорошо 
росли в присутствии нефти, остальные показали умеренный рост. При 50 оС у 24 штаммов отмечался хороший 
и умеренный рост. Следует отметить, что 19 штаммов росли в жидкой минеральной среде с нефтью при всех 
исследуемых температурах, показав хороший и умеренный рост.

Далее была изучена способность отобранных штаммов нефтеокисляющих микроорганизмов утили-
зировать нефть, которую добавляли в количестве 1%, при температурах 15 оС, 30 оС, 50 оС. Количество 
остаточной нефти определяли гравиметрическим методом.

Изучение количественного потребления нефти отобранными коллекционными культурами показало, 
что при 15 оС деструкция нефти составляла 42,3-88,5%. Наибольшую активность показали штаммы К-3 и 
34, которые утилизировали более 80% нефти. Четыре штамма потребляли свыше 70% нефти. У остальных 
культур степень деструкции нефти составляла 42,3-68,7%. 

При 30 оС при культивировании отобранных культур нефтеокисляющих микроорганизмов деструкция 
нефти составляла 32,2-93,3%. Девять наиболее активных штаммов потребляли 71,8-93,3%. У 11 штаммов 
активность была не очень высокая, они утилизировали менее 50% нефти.

При увеличении температуры культивирования до 50 оС отмечалось снижение нефтеокисляющей ак-
тивности. Однако, у шести штаммов, наоборот, она повышалась. Степень деструкции нефти наиболее ак-
тивными штаммами составила 57,1-84,1%.

Таким образом, из 54 коллекционных штаммов 22 показали высокую нефтеокисляющую активность 
при разных температурах, при этом 10 из них были эффективными при всех исследуемых температурах 
(таблица). Большинство из активных штаммов относилось к родам Dietzia и Rhodococcus.

Таблица – Деструкция нефти активными штаммами  
нефтеокисляющих микроорганизмов при разных температурах

Штамм
Степень деструкции нефти, %

15 оС 30 оС 50 оС
Dietzia sp. 34 81,5 93,3 75,0
Rhodococcus sp. К-3 88,5 71,8 42,9
Dietzia sp. 15Т 58,0 55,7 84,1
Dietzia sp. 84У 74,5 87,3 60,2
Rhodococcus sp. 1Д/1 79,5 76,9 57,1
Dietzia sp. 13/4 57,4 57,0 43,7
Rhodococcus sp. 13/8 55,7 61,2 59,7
Microbacterium sp. 16/1 58,5 82,8 67,1
Rhodococcus sp. 2/5фл 57,8 72,5 47,7
Pusillimonas sp. 1/8ан 78,2 78,2 69,9
контроль 16,2 16,2 16,3
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The collection cultures of oil-oxidizing microorganisms were screened for their ability to degrade oil at different 
temperatures (15 оС, 30 оС, 50 оС). As a result, 10 strains were selected that showed high activity at all studied 
temperatures.
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For oil-oxidizing microorganisms the temperature regime is one of the main factors for the oxidation of oil 
hydrocarbons. Microorganisms adapted to the climatic conditions of their habitats are able to efficiently destroy oil 
even under conditions of seasonal temperature fluctuations, low soil moisture and soil salinity. In this regard, the 
ability of collection oil-oxidizing microorganisms to grow in a liquid mineral medium of Voroshiliva-Dianova with 1% 
oil from the Zhanatalap field (density 814-892 kg/m3, low-sulfur 0.17-0.38%, low-paraffin 0.31-1.01%) at different 
temperatures (15 оС, 30 оС, 50 оС) was determined. Bacterial cultures previously isolated from contaminated soils 
of Western Kazakhstan were used in the work. Cultivation was carried out in Erlenmeyer flasks containing 100 ml 
of medium each in thermostatically controlled shakers (180 rpm).

As a result of the studies, it was found that at 15 оС, out of 54 strains, 17 showed good growth. At the same 
time, no oil film was observed on the surface of the medium, while the oil itself was transformed either into a 
homogeneous emulsion or was in the form of small suspended particles. There was a significant increase in 
biomass. In 11 strains, growth was moderate, while in the rest, it was weak. At 30 оС, 27 strains grew well in the 
presence of oil, the rest showed moderate growth. At 50 оС, 24 strains showed good and moderate growth. It should 
be noted that 19 strains grew in a liquid mineral medium with oil at all studied temperatures, showing good and 
moderate growth.

Further, the ability of selected strains of oil-oxidizing microorganisms to utilize oil, which was added in an 
amount of 1%, at temperatures of 15 оС, 30 оС, 50 оС was studied. The amount of residual oil was determined by the 
gravimetric method.

The study of the quantitative consumption of oil by selected collection cultures showed that at 15 оС the 
destruction of oil was 42.3-88.5%. The highest activity was shown by strains K-3 and 34, which utilized more than 
80% of the oil. Four strains consumed over 70% of the oil. In other cultures, the degree of oil destruction was 42.3-
68.7%.

At 30 оС, when cultivating selected cultures of oil-oxidizing microorganisms, the destruction of oil was 32.2-
93.3%. The nine most active strains consumed 71.8-93.3%. In 11 strains, the activity was not very high; they utilized 
less than 50% of the oil.

With an increase in cultivation temperature to 50 оС, a decrease in oil-oxidizing activity was noted. However, in 
six strains, on the contrary, it increased. The degree of oil destruction by the most active strains was 57.1-84.1%.

Thus, out of 54 collection strains, 22 showed high oil-oxidizing activity at different temperatures, while 10 of 
them were effective at all temperatures studied (table). Most of the active strains belonged to the genera Dietzia 
and Rhodococcus.

Table - Destruction of oil by active strains  
of oil-oxidizing microorganisms at different temperatures

Strain
Degree of oil destruction, %

15 оС 30 оС 50 оС
Dietzia sp. 34 81,5 93,3 75,0
Rhodococcus sp. К-3 88,5 71,8 42,9
Dietzia sp. 15Т 58,0 55,7 84,1
Dietzia sp. 84У 74,5 87,3 60,2
Rhodococcus sp. 1Д/1 79,5 76,9 57,1
Dietzia sp. 13/4 57,4 57,0 43,7
Rhodococcus sp. 13/8 55,7 61,2 59,7
Microbacterium sp. 16/1 58,5 82,8 67,1
Rhodococcus sp. 2/5фл 57,8 72,5 47,7
Pusillimonas sp. 1/8ан 78,2 78,2 69,9
контроль 16,2 16,2 16,3
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ПЕРВИЧНАЯ БИОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РЕКОМБИНАНТНОГО 
ХИМОЗИНА ЛОСЯ (ALCES ALCES), ПОЛУЧЕННОГО В СИСТЕМЕ 
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В системе экспрессии Kluyveromyces lactis получен рекомбинантный химозин лося с молокосвертываю-
щей активностью 150,6±2,1 УЕ/мл. Порог термоинактивации фермента составил 52,5°C, температурный 
оптимум – 55°C. Изменение МА в зависимости от рН и концентрации Са2+ соответствовал требованиям, 
предъявляемым к коагулянтам молока для сыроделия. 

Ключевые слова: химозин лося, Kluyveromyces lactis, молокосвертывающая активность, термостабиль-
ность, концентрация ионов кальция, рН, температурный оптимум.

Сегмент технологических ферментных препаратов занимает значительную часть современного рынка 
биотехнологий [1]. Перспективным выглядит получение и изучение химозинов представителей семейства 
Оленевые (Cervidae). Так, полученный ранее рекомбинантный (рХн) химозин марала продемонстрировал 
ряд технологических свойств, ценных, с точки зрения производства сыров [2]. 

Целью данной работы было получение и начальная биохимическая характеристика рекомбинантного 
химозина лося полученного в системе продукции дрожжей Kluyveromyces lactis.

Была разработана рекомбинатная плазмида pSVB2-Alc, обеспечивающая интеграцию экспрессионной 
кассеты, содержащей ген прохимозина лося, в геном K. lactis, штамма GG799. Контролируемая экспрессия 
гена прохимозина лося в продуценте достигалась использованием гибридного автоиндуцибельного про-
мотора Р350, который активируется при истощении в культуральной среде глюкозы [3].

После оценки влияния стартового содержания глюкозы в питательной среде было установлено, что 
наибольшая молокосвертывающая активность (МА) наблюдалась при использовании 3% глюкозы спустя 
9 суток культивирования (80,5±0,9 УЕ/мл). При оценке влияния продолжительности культивирования на 
уровень специфической активности наибольшая МА была получена на 15 сутки культивирования и соста-
вила 97,8±0,4 УЕ/мл. При введении в питательную среду 0,75 г/л КН2РО4 и 4,5 мг/л пантотената кальция 
максимум общей МА (150,6±2,1 УЕ/мл) наблюдался на 6 сутки культивирования. 

После наработки необходимых количеств рХн лося, были изучены его некоторые биохимические ха-
рактеристики. Обнаружено, что фермент начинал терять МА после прогревания в течение 30 минут при 
50,5°C – эту точку считали порогом термоинактивации. После прогревания при  60°C рХн лося полностью 
утрачивал МА. Температурный оптимум полученного нами фермента составил 55°C. 

При исследовании влияния pH на МА показано, что рХн лося наименее чувствителен к изменению рН 
субстрата, по сравнению с коммерческими рХн коровы и верблюда, и способен эффективно свертывать 
молоко в слабокислом диапазоне рН. Установлено, что МА рХн лося на 5–7% менее чувствительна к изме-
нению концентрации хлорида кальция в молоке, по сравнению с коммерческим рХн коровы.

Работа выполнена при финансовой поддержке Государственного задания (проект № FZMW-2020-0002). 
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PRIMARY BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF RECOMBINANT  
ELK CHYMOSIN (ALCES ALCES) PRODUCED IN THE KLUYVEROMYCES 
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In the Kluyveromyces lactis expression system, recombinant elk chymosin with milk-clotting activity of 150,6 ± 2,1 
AU/ml was obtained. The threshold of thermal inactivation of the enzyme was 52,5°C, the temperature optimum 
was 55°C. The change in MA depending on pH and Ca2+ concentration corresponded to the requirements for milk 
coagulants for cheese making.
 
Key words: elk chymosin, Kluyveromyces lactis, milk-clotting activity, thermal stability, calcium ion concentration, 
pH, temperature optimum.

The segment of technological enzyme preparations occupies a significant part of the modern biotechnology 
market [1]. The production and study of chymosins from representatives of the Deer family (Cervidae) looks 
promising. Thus, the previously obtained recombinant (rChn) maral chymosin demonstrated a number of 
technological properties that are valuable from the point of view of cheese production [2].

The aim of this work was to obtain and initial biochemical characterization of recombinant elk chymosin 
obtained in the production system of the yeast Kluyveromyces lactis.

A recombinant plasmid pSVB2-Alc was developed that ensures the integration of an expression cassette 
containing the elk prochymosin gene into the genome of K. lactis strain GG799. Controlled expression of the elk 
prochymosin gene in the producer was achieved using the hybrid autoinducible P350 promoter, which is activated 
when glucose is depleted in the culture medium [3].

After evaluating the effect of the starting glucose content in the nutrient medium, it was found that the highest 
milk-clotting activity (MA) was observed when using 3% glucose after 9 days of cultivation (80,5±0,9 AU/ml). When 
evaluating the effect of cultivation duration on the level of specific activity, the highest MA was obtained on the 
15th day of cultivation and amounted to 97,8±0,4 AU/ml. With the introduction of 0,75 g/l of KH2PO4 and 4,5 mg/l 
of calcium pantothenate into the nutrient medium, the maximum of total MA (150,6 ± 2,1 AU/ml) was observed on 
the 6th day of cultivation.

After the required amounts of moose rChn were obtained, some of its biochemical characteristics were studied. 
It was found that the enzyme began to lose MA after heating for 30 minutes at 50,5°C - this point was considered 
the thermal inactivation threshold. After heating at 60°C, elk rChn completely lost MA. The temperature optimum of 
the enzyme obtained by us was 55°C.

When studying the effect of pH on MA, it was shown that elk rChn is the least sensitive to changes in the pH 
of the substrate, compared with commercial cow and camel rCh, and is able to effectively coagulate milk in the 
slightly acidic pH range. It was found that moose MA rChn is 5–7% less sensitive to changes in the concentration 
of calcium chloride in milk compared to commercial cow rChn.

The work was supported by the State Assignment (Project No. FZMW-2020-0002).
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Обработка сочного растительного сырья препаратом из биомассы микромицета Mortierella gamsii при кри-
оконсервировании позволяет сократить потерю влагоудерживающей способности и увеличить предель-
ный срок хранения сырья.

Ключевые слова: криоконсервирование, микромицет Mortierella gamsii, полиненасыщенные жирные 
кислоты, хитозан

При криоконсервировании сочного растительного сырья, предусматривающего его замораживание и 
хранение при температуре замораживания, наблюдается значительное падение влагоудерживающей спо-
собности сырья, препятствующее его промышленной переработке, и малый срок хранения.

Использование биомассы микромицета Mortierella gamsii в данной технологии позволяет сократить 
влагоудерживающую способность сырья и увеличить предельный срок его хранения.

Результат достигается тем, что сухую биомассу микромицета Mortierella gamsii экстрагируют неполяр-
ным экстрагентом (двуокись углерода или гексан), в надкритическом состоянии. На этой стадии отделяют 
первый экстракт, используемый в дальнейшем при получении препарата. Далее биомассу последователь-
но экстрагируют водой, щелочью, водой, кислотой, водой, щелочью и водой. Полученный после заверше-
ния всех перечисленных стадий экстрагирования твердый остаток объединяют с первым экстрактом. В 
состав полученного препарата входят, в основном, хитозан и высшие полиненасыщенные жирные кислоты, 
в том числе арахидоновая и эйкозапентаеновая, и не входят токсичные, канцерогенные, мутагенные и анти-
питательные вещества, что позволяет использовать препарат для обработки сырья пищевого назначения.

Сочное растительное сырье обрабатывают полученным препаратом в количестве 1-1·104 мг/т и вы-
держивают 2-5 часов. Ни хитозан, ни одна из названных кислот не взаимодействуют с рецепторами выс-
ших растений и встраиваются в их мембраны, причем 90% экзогенно добавленных кислот уже в течение 
первого часа обнаруживается в составе липидов растительного сырья, в основном, в его фосфолипидах, а 
основная часть хитозана и остаток кислот сразу же ассимилируются. Поскольку сочетание перечисленных 
кислот с хитозаном является синергетическим элиситором, а в состав препарата из биомассы микроми-
цета Mortierella gamsii не входят вещества, способные ингибировать этот вид активности, их ассимиляция 
приводит к формированию на клеточном уровне сигнала иммунизации, который растительные ткани реа-
лизуют к истечению 2-5 часа от введения смеси. В результате происходит ультраструктурная перестройка 
растительных тканей, направленная на увеличение прочности клеточных мебран и накопление нативных 
криопротекторов. Далее происходит снижение криообезвоживания при последующем замораживании 
сырья. Удерживаемые фосфолипидами экзогенно введенные кислоты и хитозан под действием нативных 
ферментов растительного сырья постепенно высвобождаются и поддерживают иммунный статус сырья 
не менее 4-х месяцев, что препятствует деструктивным процессам в сырье при холодильном хранении и 
стабилизирует на этот период его влагоудерживающую способность.

Испытания проводились на сортах сладкого перца в технологической и биологической стадии зрело-
сти. Опытные партии обрабатывались  препаратом с использованием в качестве неполярного экстрагента 
двуокиси углерода, щелочи едкий натр и соляной кислоты, или гексана, гидроокиси аммония и пропио-
новой кислоты соответственно. В итоге ни у одного из испытанных сортов сладкого перца после замора-
живания влагоудерживающая способность не падала ниже 55%. При дальнейшем хранении установлено, 
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что у перца технологической стадии зрелости опытных партий, начиная с 5-го месяца хранения влагоу-
держивающая способность начинает падать с нарастающей скоростью, что исключает возможность его 
промышленной переработки, начиная с 8 месяца хранения. Качественно аналогичные результаты были 
получены при замораживании и хранении томатов, черной смородины, алычи, вишни, сливы.

Таким образом, сократить потерю влагоудерживающей способности  и продлить срок  хранения соч-
ного растительного сырья в процессе криоконсервирования возможно, используя препарат из биомассы 
микромицета Mortierella gamsii.
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Processing of succulent plant raw materials with a preparation from the biomass of the micromycete Mortierella 
gamsii during cryopreservation reduces the loss of moisture-retaining capacity and increases the shelf life of raw 
materials
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During cryopreservation of succulent vegetable raw materials, which provides for its freezing and storage 
at freezing temperature, there is a significant drop in the moisture-retaining capacity of the raw material, which 
prevents its industrial processing, and a short shelf life.

The use of biomass of the micromycete Mortierella gamsii in this technology makes it possible to reduce the 
moisture-holding capacity of raw materials and increase the shelf life of its storage.

The result is achieved by the fact that the dry biomass of the micromycete Mortierella gamsii is extracted 
with a nonpolar extractant (carbon dioxide or hexane), in a supercritical state. At this stage, the first extract is 
separated, which is used later in the preparation of the drug. Next, the biomass is sequentially extracted with water, 
alkali, water, acid, water, alkali and water. The solid residue obtained after completion of all the above extraction 
stages is combined with the first extract. The composition of the resulting drug includes mainly chitosan and higher 
polyunsaturated fatty acids, including arachidonic and eicosapentaenoic, and does not include toxic, carcinogenic, 
mutagenic and anti-nutritional substances, which allows the drug to be used for processing food raw materials.

Juicy vegetable raw materials are treated with the resulting preparation in an amount of 1-1 × 104 mg / t and 
kept for 2-5 hours. Neither chitosan nor any of these acids interact with the receptors of higher plants and are 
embedded in their membranes, and 90% of the exogenously added acids are found within the first hour in the 
composition of plant lipids, mainly in its phospholipids, and the main part of chitosan and the remainder of the 
acids are immediately assimilated. Since the combination of these acids with chitosan is a synergistic elicitor, 
and the composition of the preparation from the biomass of the micromycete Mortierella gamsii does not include 
substances capable of inhibiting this type of activity, their assimilation leads to the formation of an immunization 

signal at the cellular level, which plant tissues realize by the expiration of 2-5 hours from the introduction of the 
mixture. As a result, ultrastructural restructuring of plant tissues occurs, aimed at increasing the strength of cell 
membranes and the accumulation of native cryoprotectors. Further, there is a decrease in cryopreservation during 
subsequent freezing of raw materials. Exogenously introduced acids and chitosan retained by phospholipids under 
the action of native enzymes of plant raw materials are gradually released and maintain the immune status of raw 
materials for at least 4 months, which prevents destructive processes in raw materials during cold storage and 
stabilizes its moisture-retaining capacity for this period.

The tests were carried out on varieties of sweet pepper at the technological and biological stage of maturity. 
Experimental batches were treated with the preparation using carbon dioxide, caustic soda alkali and hydrochloric 
acid, or hexane, ammonium hydroxide and propionic acid, respectively, as a non-polar extractant. As a result, none 
of the tested varieties of sweet pepper after freezing, the moisture-retaining capacity did not fall below 55%. During 
further storage, it was found that pepper at the technological stage of maturity of experimental batches, starting 
from the 5th month of storage, the moisture-retaining capacity begins to fall at an increasing rate, which excludes 
the possibility of its industrial processing, starting from the 8th month of storage. Qualitatively similar results were 
obtained when freezing and storing tomatoes, black currants, cherry plums, cherries, and plums.

Thus, it is possible to reduce the loss of moisture-retaining capacity and extend the shelf life of juicy plant raw 
materials during cryopreservation by using a preparation from the biomass of the micromycete Mortierella gamsii.
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Разработаны водорастворимые инновационные пищевые ингредиенты на основе комплексов пищевых 
биополимеров (хитозана и молочных белков) с липосомами фосфатидилхолина (ФХ), загруженных курку-
мином и рыбьим жиром (РЖ). Разработанные ингредиенты могли бы быть использованы для обогащения 
продуктов питания адекватным количеством незаменимых ПНЖК и куркумина.  

Ключевые слова: куркумин, изолят сывороточных белков молока, хитозан, рыбий жир, фосфатидилхо-
лин, биодоступность 

Разработаны водорастворимые и наноразмерные комплексы липосом фосфатидилхолина (ФХ), за-
груженных куркумином (К) и рыбьим жиром (РЖ), с пищевыми биополимерами (хитозаном (ХИТ) и молоч-
ными белками, а именно казеинатом натрия (Каз-Na) и изолятом сывороточных белков молока (ИСБ)).  
Каждый компонент, входящий в состав комплекса, был подобран с учетом доказанного позитивного фи-
зиологически значимого влияния на организм человека [1-5]. Так, прежде всего, были получены липосомы 
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(ФХ-РЖ-К) с равным весовым количеством в них n-3 и n-6 полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК), что, 
согласно данным доказательной медицины, является оптимальным для оздоровительного эффекта [3-5].  
Далее, была достигнута высокая степень (>80%) инкапсулирования полученных липосом (ФХ-РЖ-К) в элек-
тростатические комплексы молочных белков (ИСБ и Каз-Na) с ХИТ: [ИСБ-(ФХ-РЖ-К)]-ХИТ и [Каз-Na-(ФХ-РЖ-
К)]-ХИТ. На примере комплекса ИСБ-(ФХ-РЖ-К)]-ХИТ, была проведена оценка изменения его структурных 
и термодинамических параметров (молекулярная масса, размеры, плотность, дзета-потенциал и др.) в ус-
ловиях, моделирующих переваривание в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) in vitro на различных этапах 
(«ротовая полость», «желудок», «кишечник»). Полученные данные, на молекулярном уровне, объясняли 
найденные закономерности высвобождения липосом (ФХ-РЖ-К) из биополимерной матрицы комплекса. 
При этом важно отметить, что наибольшее увеличение концентрации «свободных» (неинкапсулирован-
ных) липосом в системе было обнаружено на стадии «кишечник» (60 ± 4%), что должно способствовать 
более полному биоусвоению биологически активных, входящих в состав липосом.

Таким образом, обнаруженные свойства полученных водорастворимых комплексных систем показа-
ли перспективу их использования в качестве физиологически функциональных ингредиентов или основы 
для них при разработке новых составов обогащённых, функциональных или лечебных продуктов питания.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 21-76-00045, https://rscf.ru/
project/21-76-00045. Авторы благодарят Lipoid GmbH за бесплатный образец фосфатидилхолина. Авторы 
также выражают благодарность за исследование ПЭМ, проведенное в ЦКП УНО «Электронная микроско-
пия в науках о жизни» МГУ (уникальное оборудование «Трехмерная электронная микроскопия и спектро-
скопия») и ЦКП ИБХФ РАН за измерение дзета-потенциала.   
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Water-soluble innovative food ingredients have been developed based on the complexes of food biopolymers 
(chitosan and milk proteins) with phosphatidylcholine liposomes (PC) loaded with curcumin and fish oil (FO). 
The developed ingredients could be used to fortify food products with adequate amounts of essential PUFAs and 
curcumin.

Key words: curcumin, whey protein isolate, chitosan, fish oil, phosphatidylcholine, bioavailability

The water-soluble nanosized complexes have been developed based on liposomes of phosphatidylcholine 
(PC) (loaded with curcumin (CUR) and fish oil (FO)) encapsulated in food biopolymers (chitosan (CHIT) and milk 
proteins (namely sodium caseinate (Cas-Na) and whey protein isolate (WPI)). Each component of the complexes 
was selected because of the proven positive physiologically significant effect on human body [1-5]. Firstly, the 
liposomes (PC-FO-CUR) with the equal weight ration of n-3 and n-6 PUFA were obtained. According to the evidence-
based medicine the weight ratio n-3 : n-6 PUFA = 1 :1 is the optimal for the health-promoting  effect [3-5]. Further 
the high level of encapsulation (> 80%) of the liposomes (PC-FO-CUR) was reached by the electrostatic complexes 
between milk proteins (WPI and Cas-Na) and CHIT: [WPI-(PC-FO-CUR)]-CHIT and [Cas-Na-(PC-FO-CUR)]-CHIT. Using 
the example of the [WPI-(PC-FO-CUR)]-CHIT complex, an assessment was made of changes in its structural and 
thermodynamic parameters (molar mass, size, density, ζ-potential and ect.) under model conditions simulating 
digestion in the gastrointestinal tract (GIT) in vitro at various stages («oral cavity», «stomach», «intestine»). The 
data obtained explain at the molecular level the regularities of the release of liposomes (PC-FO-CUR) from the 
biopolymer matrix of the complex. It is important to note that the greatest increase in the concentration of “free” 
(non-encapsulated) liposomes in the system was found at the “intestine” stage (60 ± 4%), which could contribute to 
a more complete bioassimilation of the biologically active compounds that were part of the liposomes. 

Thus, the revealed properties of the obtained water-soluble complex systems showed the promise of their use 
as physiologically functional ingredients or as their basis in the development of new compositions of enriched, 
functional or medical food products.
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Показана возможность улучшения качественных характеристик соевого солода посредством проведения 
биокаталитической обработки сои на стадии замачивания зерна при солодоращении, позволяющая ис-
пользовать соевый солод в производстве пищевых продуктов и напитков, в том числе за счет снижения в 
сое антипитательных веществ.

Ключевые слова: соевый солод, биокаталитическая обработка, антипитательные вещества

Соя, являясь уникальной бобовой культуры в виду присутствия в ней большого количества белка и 
аминокислот, остается ограниченной к использованию в производстве продуктов питания, в частности 
напитков, в то время как ее богатый азотистый потенциал может быть альтернативой синтетическому 
аналогу при производстве функциональных продуктов питания, обогащенных белком. Основное препят-
ствие привлечения сои в пищевые технологии обусловлено присутствием в ней антипитальных соедине-
ний, ограничивающих расщепление белка в организме. Одним из способов воздействия на сою с целью 
снижения в ней нежелательных соединений является проращивание зерновой культуры.

Нами показана возможность получения соевого солода с требуемым химическим составом за счет 
проведения процедуры проращивания соевой культурыс дополнительной биокаталитической обработкой 
зерна посредством обработки сои сорта «Гармония» на стадии замачивания ферментным препаратом 
«Коллупулин».

Технология соевого солода состояла из классических стадий солодоращения. В процессе замачива-
ния, который проводили по воздушно-оросительному способу, чередуя выдержку зерна по 4 часа с водой 
и по 6 часов без воды, вносили ферментный препарат «Коллупулин» в количестве 0,02 % к общей массе 
зерна. Температура воды составляла 16 °С, продолжительность процесса – 48 часов. 

После замачивая проводили проращивание соевого солода при температуре 16 - 18 °С, высоте слоя 
зерна – не более 0,4 м, периодически вороша зерновую массу и опрыскивая водой при необходимости 
для сохранения набранной влажности, продолжительность проращивания – 3 суток. На стадии проращи-
вания проходил гидролиз высокомолекулярных соединений солода и растворение солода, приводящий к 
изменению химического состава зерна. Проведенная биокаталитическая обработка соевой культуры по-
зволила улучшить качественные показатели солода, повысить его пищевую ценность, в том числе снизить 
количество антипитательных веществ сои в 2 раза (таблица 1). 

После проращивания проводили сушку соевого солода в течение 24 часов при максимальной темпе-
ратуре воздействия сушильного агента 65 °С. В готовом солоде удалили ростки.

Таблица 1- Физико-химические показатели соевого солода

Наименование показателя

Содержание в сое/соевом солоде  
с обработкой и без обработки

исходная соя соевый солод  
без обработки 

соевый солод  
с обработкой

Массовая доля влаги, % 10,8 ±0,1 4,0±0,1 4,0±0,1

Массовая доля экстракта в сухом солоде, % 42,7±0,1 57,3±0,1 62,5±0,1

Массовая доля белка,% 38,9±0,1 35,8±0,1 33,4±0,1

Массовая доля крахмала, % 28,4±0,5 24,7±0,5 22,5±0,5

Массовая доля жира, % 11,7±0,1 9,1±0,1 8,6±0,1

Амилолитическая активность, ед./г 85,4±0,1 118,4±0,1 138,6±0,1

Протеолитическая активность, ед/г 29,1±0,1 54,0±0,1 79,8±0,1

Активность липоксигеназы, ед/г 2370,0±1,0 2880,0±1,0 3310,0±1,0

Активность уреазы, ед. рН 0,8±0,01 0,6±0,01 0,4±0,01

Массовая доля аминокислоты в образце,
мг/100 г продукта с. в. 34300 37090 50110

Таким образом, проведенная биокаталитическая обработка сои позволяет получить соевый солод с 
высокими показателями качества, повышенной пищевой ценностью, тем самым предполагает перспекти-
вы использования сои в соложеном виде в пищевых технологиях.
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There is demonstrated the opportunity of improving the qualitative characteristics of soya malt via conducting the 
enzymatic processing of soya at the stage of grain soaking by preparation of green malt, that allows to use soya 
malt in the production of foodstuffs and beverages also by reducing antinutrients in soya.

Key words: soya malt, enzymatic processing, antinutrients.

Soya, being a unique bean culture, remains restricted for usage in foodstuffs production and of beverages in 
particular because of high content of protein and amino acids, while its strong nitric potential can be an alternative to 
a synthetic analogue in the production of functional protein enriched foodstuffs. The main obstacle in attracting soya 
into alimentary technologies is determined by the presence of antinutrient compounds, restricting protein putrefaction 
in an organism. One of the ways to affect soya with the aim of reducing the unwanted compounds is sprouting of grain.

We have demonstrated the opportunity to get malt with required chemical composition at expense of the soya 
crop sprouting procedure with additional enzymatic processing of grain by processing of “Garmony” soya breed at 
the stage of soaking with enzyme product “Kollupulin”.

The soya malt technology consisted of classical preparation of green malt stages. Within the soaking process 
(which was conducted using air-irrigation method, alternating 4-hour curing period with water and 6-hour period 
without water) there was introduced the enzyme product “Kollupurin” at the rate of 0,02 % to the total grain mass. 
Water temperature was 16 °С, process duration – 48 hours. 

Table 1- Physical and chemical factors of soya malt:

Parameter name

Content in soya/soya malt  
with processing and without processing

original soya soya malt without 
processing 

soya malt with 
processing

Moisture content, % 10,8 ±0,1 4,0±0,1 4,0±0,1
Extract content in dry malt, % 42,7±0,1 57,3±0,1 62,5±0,1
Protein content,% 38,9±0,1 35,8±0,1 33,4±0,1
Starch content, % 28,4±0,5 24,7±0,5 22,5±0,5
Fat content, % 11,7±0,1 9,1±0,1 8,6±0,1
Amylolytic activity, U/g 85,4±0,1 118,4±0,1 138,6±0,1
Proteolytic activity, U/g 29,1±0,1 54,0±0,1 79,8±0,1
Lipoxygenase activity, U/g 2370,0±1,0 2880,0±1,0 3310,0±1,0
Urease activity, U рН 0,8±0,01 0,6±0,01 0,4±0,01
Amino acid content in sample,
mg/100 g of product dry substance 34300 37090 50110
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After soaking there was conducted sprouting of soya malt at the temperature of 16-18°С, the height of grain 
layer was not more than 0,4 m, with periodical stirring the grain and spraying with water when necessary to keep 
humidity (the duration of sprouting was 3 full days). Within the stage of sprouting there took place the hydrolysis 
of high-molecular malt compounds and malt modification resulting in grain chemical composition alteration. The 
conducted enzymatic processing of soya crop allowed increasing its nutrition value including twofold reduction of 
soya antinutrients quantity (Table 1).

After sprouting there was conducted malt drying during 24 hours at the maximum drying agent impact of 65 °С. 
The sprouts were removed from the finished malt.

Thus, the conducted soya enzymatic processing makes it possible to get soya malt with high quality parameters, 
increased nutrition value which presumes good prospects of using malted soya in food technologies.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ ПИЩЕВОЙ 
ПРОДУКЦИИ НОВОГО ВИДА, ПОЛУЧЕННОЙ ИЗ ЛИЧИНОК  
HERMETIA ILLUCENS, В ЭКСПЕРИМЕНТЕ НА 2-Х ПОКОЛЕНИЯХ КРЫС
Никитин Н.С., Садыкова Э.О., Требух М.Д.
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Комплексные токсикологические исследования, проведенные в рамках разработки системы оценки без-
опасности продовольственного сырья нового вида, полученного из насекомых, включали эксперимент на  
2-х поколениях крыс линии Вистар.

Ключевые слова: токсикологические исследования; оценка безопасности; пищевая продукция нового 
вида; съедобные насекомые

Исследования выполнены на крысах-самцах, исходный возраст 30-35 дней, общее количество обсле-
дованных животных в 2-х поколениях (F0 и F1) составляло 120. Животные были разделены на 2 группы, 
контрольную и опытную (по 30 крыс в каждой), контрольная группа получала полусинтетический казеино-
вый рацион, опытная группа – рацион с включением сухой биомассы личинок черной львинки (Hermetia 
illucens). Крысы содержались в пластиковых клетках с древесной подстилкой, в  отапливаемом (темпе-
ратурный режим +21-23ºС) и вентилируемом помещении с естественным освещением, доступ к корму и 
воде – ad libitum. Отбор материала для исследований проводили на ~115-й день жизни крыс F0 и F1,  были 
изучены следующие показатели: динамика массы тела, абсолютная и относительной масса внутренних 
органов, общий клинический анализ крови,  биохимический анализ крови и мочи, антиоксидантный статус 
крыс, проведены морфологические исследования внутренних органов (легких, сердца, печени, почек, над-
почечников, селезенки, тимуса, тонкого кишечника, простаты, семенников).

Общее состояние крыс F0 и F1 было удовлетворительным: по внешнему виду, качеству шерстного 
покрова, поведению и скорости роста самцы  опытной группы не отличались от животных контрольной 
группы.  Достоверных различий динамики массы тела у крыс  контрольной и опытной групп не выявле-
но. Поедаемость корма самцами обеих групп составляла 18-22 г/крысу/сут. на протяжении всего экспе-
римента. Массы внутренних органов у крыс контрольной и опытной групп не имели значимых различий 
и находились в пределах физиологических колебаний, характерных для самцов линии Вистар данного 
возраста. Патологических изменений внутренних органов не выявлено. Морфологические исследова-
ния внутренних органов не выявили различий между группами: органы грудной и брюшной полостей, 
головной мозг у крыс опытной группы не имели  отличий от аналогичных показателей у крыс  контроль-
ной группы. 

Гематологические исследования, биохимические исследования  сыворотки крови и мочи не выявили 
значимых различий между группами. Значения всех показателей находились в пределах физиологиче-
ских колебаний, характерных для крыс линии Вистар. 

Таким образом, токсикологические исследования сухой биомассы личинок черной львинки (Hermetia 
illucens) в эксперименте на 2-х поколениях  крыс не выявили  какого-либо токсического действия Hermetia 
illucens по сравнению со стандартным рационом. Значения всех изученных показателей находились в пре-
делах физиологических колебаний, характерных для крыс линии Вистар данного возраста. 
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RESULTS OF TOXICOLOGICAL STUDIES OF NOVEL FOOD  
OBTAINED FROM HERMETIA ILLUCENS LARVAE  
IN AN EXPERIMENT ON 2 GENERATIONS OF RATS
Nikitin N. S., Sadykova E.O.,  Trebukh M.D.
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Moscow, Russia
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Comprehensive toxicological studies conducted as part of the safety assessment system's development for novel 
food derived from insects, included an experiment on 2 generations of Wistar rats.

Key words: toxicological studies; safety assessment; novel food; edible insects.

The studies were performed on male rats, initial age 30-35 days, the total number of examined animals in 2 
generations (F0 and F1) was 120. Animals were divided into 2 groups, control and test groups (30 rats in each), the 
control group received a semi-synthetic casein diet, the test group received a diet including dry biomass of black 
soldier fly larvae (Hermetia illucens).

Rats were kept in plastic cages with sawdust bedding, in a heated (temperature regime +21-23ºC) and ventilated 
room with natural light, access to food and water ad libitum. Sampling of material for the study was performed on 
~115 days of life of F0 and F1 rats, the following parameters were studied: body weight dynamics, absolute and 
relative weight of internal organs, hematological analysis, biochemical analysis of blood and urine, antioxidant 
status of rats, morphological studies of internal organs (lungs, heart, liver, kidneys, adrenal glands, spleen, thymus, 
small intestine, prostate, testes) were carried out.

The general condition of F0 and F1 rats was satisfactory: males of the test group did not differ from the control 
group in appearance, fur quality, behavior and growth rate.  Significant differences in body weight dynamics in rats 
of control and test groups were not revealed.

Feed consumption by males of both groups was 18-22 g/rat/day during the whole experiment. Internal organs' 
weights in rats of control and test groups had no significant differences and were within the physiological fluctuations 
typical for male Wistar line of this age. No pathological changes of internal organs were detected. Morphological 
studies of internal organs showed no differences between the groups: thoracic and abdominal organs, the brain in 
the test group rats had no differences from similar indicators in the control group rats.

Hematological studies, biochemical studies of blood serum and urine revealed no significant differences 
between the groups. The values of all parameters were within the physiological fluctuations typical for Wistar rats.

Therefore, toxicological studies of the dry biomass of black soldier fly (Hermetia illucens) larvae in the 
experiment on 2 generations of rats did not reveal any toxic effect of Hermetia illucens in comparison with the 
standard diet. The values of all studied parameters were within the physiological fluctuations typical of Wistar rats 
of the appropriate age.

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-16-00083).
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ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ ЛИПИДНОГО КОМПОНЕНТА БЕЛКОВОГО 
КОНЦЕНТРАТА НА ОСНОВЕ METHYLOCOCCUS CAPSULATUS ГСБ-15
Садыкова Э.О., Никитин Н.С., Требух М.Д.
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Представлены результаты анализа жирнокислотного состава липидного компонента пищевого про-
дукта нового вида – белкового концентрата, полученного из биомассы метанокисляющих бактерий 
Methylococcus capsulatus, штамма ГСБ-15 (БК).

Ключевые слова: Methylococcus capsulatus штамм ГСБ-15, белковый концентрат, жирнокислотный профиль.

Изучение пищевой продукции нового вида, в том числе получаемой с использованием микробного 
синтеза, сопряжено с необходимостью подтверждения соответствия требованиям безопасности и каче-
ства продукции. В этой связи исследование нутриентного состава, определяющего пищевую ценность 
продукта, представляется актуальным. Данная работа посвящена оценке жирнокислотного профиля ли-
пидного компонента белкового концентрата.

Доля жира в белковом концентрате составила 8,15 г/100г продукта, содержание ацетон-нераствори-
мых веществ (в т.ч. фосфолипидов) – 5,45. Жирнокислотный профиль липидного компонента белкового 
концентрата представлен, главным образом, насыщенными и мононенасыщенными жирными кислотами 
(таблица). Массовые доли пальмитиновой и пальмитолеиновой кислот в жировой фракции концентрата 
наиболее выражены и сопоставимы с таковыми в облепиховом масле (из мякоти).

Таблица. Содержание жирных кислот в белковом концентрате  
(% от общего содержания жирных кислот) 

Жирная кислота Результаты  
собственных исследований

Лауриновая 12:0 0,06±0,00
Миристиновая 14:0 0,73±0,04
Пентадекановая 15:0 1,04±0,01
Пальмитиновая 16:0 49,5±0,3
Гексадеценовая 16:1 0,30±0,02
Пальмитолеиновая 16:1 9-цис 43,2±0,5
Маргариновая 17:0 0,54±0,02
Гептадеценовая 17:1 0,58±0,02
Стеариновая 18:0 0,64±0,11
Олеиновая 18:1 9-цис 0,38±0,21
Вакценовая 18:1 11-транс 2,61±0,00
Линолевая 18:2 0,21±0,10
Насыщенные ЖК 52,76
Мононенасыщенные ЖК 46,8
Полиненасыщенные ЖК 0,21

Таким образом, белковый концентрат, полученный из биомассы метанокисляющих бактерий 
Methylococcus capsulatus, характеризуется невысоким содержанием жира, в основном представленным 
фосфолипидами. Массовые доли пальмитиновой и пальмитолеиновой кислот в жировой фракции концен-
трата наиболее выражены.

Работа поддержана Российским Научным Фондом (Грант 20-76-10014).
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CONCENTRATE BASED ON METHYLOCOCCUS CAPSULATUS GSB-15
E.O. Sadykova,  N.S. Nikitin, M.D. Trebukh

Federal State Budgetary Scientific Institution Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety 
Moscow, Russia
109240 Moscow, Ustinsky Proezd, 2/14
e-mail: seo@ion.ru

The results of analysis of fatty acid composition of lipid component of a new type of food product - protein 
concentrate obtained from biomass of methanoxidizing bacteria Methylococcus capsulatus, strain GSB-15 (BK), 
are presented.

Key words: Methylococcus capsulatus strain GSB-15, protein concentrate, fatty acid profile.

The examination of novel food, including those obtained using microbial synthesis, is associated with the 
need to confirm compliance with product safety and quality requirements. In this regard, the study of the nutrient 
composition determining the nutritional value of the product seems relevant. This work was devoted to the fatty 
acid profile's assessment of the Methylococcus capsulatus  protein concentrate lipid component. 

The fat proportion in the protein concentrate was 8.15 g/100 g of the product, the content of acetone-insoluble 
substances (including phospholipids) was 5.45. Fatty acid profile of the protein concentrate's lipid component 
is mainly represented by saturated and monounsaturated fatty acids (table). Mass proportions of palmitic and 
palmitoleic acids in the fat fraction of the concentrate are most pronounced and comparable to those in sea 
buckthorn oil (from the pulp). 

Table. Fatty acids content in PC (% of total fatty acids)

Fatty acid Own research results

Lauric 12:0 0,06±0,00
Myristic 14:0 0,73±0,04
Pentadecanoic 15:0 1,04±0,01
Palmitic 16:0 49,5±0,3
Hexadecenoic 16:1 0,30±0,02

Palmitoleic 16:1 9- cis
16:1 9-Z 43,2±0,5

Heptadecanoic 17:0 0,54±0,02
Heptadecenoic 17:1 0,58±0,02
Stearic 18:0 0,64±0,11

Oleic 18:1 9- cis
18:1 9-Z 0,38±0,21

Vaccenic 18:1 11- trans
18:1 11-E 2,61±0,00

Linoleic 18:2 0,21±0,10
Saturated fatty acids 52,76
Monounsaturated fatty acids 46,8
Polyunsaturated fatty acids 0,21

According to the results, the protein concentrate obtained from the biomass of methanoxidizing bacteria 
Methylococcus capsulatus is characterized by low fat content, mainly represented by phospholipids. Mass fractions 
of palmitic and palmitoleic acids in the fat fraction of the concentrate are the most prominent.

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-76-10014).
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Разработан метод идентификации H.Illucens, основанный на полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени (ПЦР-РВ) по технологии TaqMan.

Ключевые слова: устойчивое развитие, молекулярно-биологические методы, ПЦР-РВ, пищевая продук-
ция нового вида, съедобные насекомые, Hermetia Illucens,  митохондриальный ген субъединицы I цитохро-
моксидазы C.

По данным Продовольственной и сельскохозяйственной организации ООН, съедобные насекомые – 
перспективный источник белка, жирных кислот, пищевых волокон, витаминов, минералов и других макро-, 
микронутриентов. Энтомоподукция традиционно является частью рациона в странах Азиатско-Тихоокеан-
ского региона и Южной Америки [Van Huis A. et al., 2013].

 Ввиду отсутствия длительной истории безопасного использования съедобных насекомых на терри-
тории Евразийского экономического союза, такое сырье относят к категории «пищевая продукция нового 
вида», подлежащей государственной регистрации с возможностью обеспечения контроля за ее оборотом.

Целью данного исследования являлась разработка метода молекулярно-генетического анализа про-
довольственного сырья, полученного из насекомых Hermetia Illucens.

Для амплификации 5′-части митохондриального гена субъединицы I цитохромоксидазы с (целевого 
гена) использовали универсальные праймеры и зонд: HI-mito-2F (ACCATTCTTCAAGCCTATGA); HI-mito-2R 
(TTGAGCCGTAGACTGCG); HI-mito-P (FAM-TGAAGCCCCTTTTACTATTGCTG-BHQ-1) [Zagon J. et al., 2018]. Анализ 
нуклеотидных последовательностей праймеров in silico свидетельствовал об их высокой специфичности 
и пригодности для обнаружения целевого гена H. Illucens. 

В ходе дальнейших исследований был осуществлен подбор условий получения препаратов нуклеино-
вых кислот пригодных для ПЦР-РВ. Наибольшую эффективность показал автоматизированный CTAB-ме-
тод с использованием станции QIAcube (QIAGEN, Германия), значения параметров А260/280 и А260/230 
находились в пределах 1,8-2,0.

Оптимизацию условий амплификации проводили путем эмпирического подбора концентраций прай-
меров и зонда, температуры отжига праймеров и продолжительности инкубации для каждой стадии цик-
ла. Наилучшим вариантом признана реакционная смесь содержащая однократный 2,5-кратный ПЦР-бу-
фер (KCl, ТрисHCl (pH8.8), 6,25 мМ MgCl2, SynTaq ДНК-полимераза, 5 мМ каждого dNTP, глицерол, Tween 20) 
праймеры — по 340 нM, зонд — 540 нM. Температурно-временной профиль реакции: 95°С — 180 с, (95°С 
— 15 с, 52°С — 60 с) 40 циклов. Специфичность праймерной системы экспериментально подтверждена 
в исследованиях с ДНК ряда других насекомых, а также животных, растений, грибов и бактерий. Предел 
обнаружения составил не менее 0,19 нг/реакцию ДНК H. Illucens.

Таким образом, разработан протокол моноплексного ПЦР-РВ анализа для выявления и идентифика-
ции продовольственного сырья и пищевой продукции нового вида, полученных из насекомых Hermetia 
Illucens. Валидность метода подтверждена лабораторными исследованиями, что позволяет рекомендо-
вать его для использования в рамках надзора за обращением  пищевой продукции нового  вида, получен-
ной из Hermetia Illucens.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования Российской Федера-
ции (проект № FGMF-2022-0003).
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A method for H.Illucens identification based on real time polymerase chain reaction (PCR-RT) by TaqMan technology 
has been developed.

Key words: sustainable development, molecular biology methods, PCR-RT, novel food, edible insects, Hermetia 
Illucens, mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (COI).

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations, edible insects represent a promising 
source of protein, fatty acids, dietary fiber, vitamins, minerals and other macro- and micronutrients. Edible insects 
are traditionally part of the diet in the countries of the Asia-Pacific region and South America [Van Huis A. et al., 
2013]. 

Considering the lack of a long history of  edible insects safe use in the territory of the Eurasian Economic Union, 
such raw materials are classified as "new type food products" subject to state registration with the possibility of 
ensuring control over its turnover.

The purpose of the study was a molecular genetics method developing for analysis of food raw materials 
obtained from Hermetia illucens insects. Universal primers and probe were used to amplify the 5′-part of 
mitochondrial gene of cytochrome oxidase I subunit c (target gene): HI-mito-2F (ACCATTCTTCAAGCCTATGA); HI-
mito-2R (TTGAGCCGTAGACTGCG); HI-mito-P (FAM-TGAAGCCCCTTTTACTATTGCTG-BHQ-1) [Zagon J. et al., 2018]. 
In silico analysis of the primers' nucleotide sequences indicated their high specificity and suitability for detection 
of the target H. Illucens.

During further studies, the conditions' selection for obtaining nucleic acid samples  suitable for PCR-RV was 
carried out. The automated CTAB method using the QIAcube station (QIAGEN, Germany) showed the highest 
efficiency; the A260/280 and A260/230 parameters were within 1.8-2.0.

The amplification conditions were optimized by empirically selecting primer and probe concentrations, primer 
annealing temperature, and incubation time for each stage of the cycle. The reaction mixture containing single 2.5-
fold PCR-buffer (KCl, TrisCl (pH8.8), 6.25 mM MgCl2, SynTaq DNA-polymerase, 5 mM of each dNTP, glycerol, Tween 
20) was considered the best option. The primers were each 340 nM and the probe 540 nM. Temperature and time 
profile of the reaction: 95°C – 180 s, (95°C – 15 s, 52°C – 60 s) 40 cycles. The specificity of the primer system was 
empirically confirmed in studies with DNA from a number of other insects, as well as animals, plants, fungi, and 
bacteria. The detection limit was at least 0.19 ng/reaction of H. illucens DNA.

Thereby, a monoplex PCR-RT protocol was developed for detection and identification of food raw materials and 
food derived from Hermetia illucens insects. The validity of the method was confirmed by laboratory studies, which 
allows to recommend it for use in the supervision on this kind of novel food turnover.

The research was funded by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation (project 
№ FGMF-2022-0003).
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В данной публикации представлены результаты выборочного контроля за ГМО в специализированной 
пищевой продукции и биологически активных добавках (БАД), проведенного ФГБУН "ФИЦ питания и био-
технологии" в 2011-2022 гг.

Ключевые слова: пострегистрационный мониторинг ГМО, методы контроля

Контроль за генно-инженерно-модифицированными организмами (ГМО) в пищевой продукции реали-
зуется в направлениях, регулируемых техническими регламентами Евразийского экономического союза 
(ТР ТС 015/2011, ТР ТС 021/2011, ТР ТС 022/2011, ТР ТС 023/2011, ТР ТС 024/2011,ТР ТС 027/2012, ТР ТС 
029/2012, ТР ТС 033/2013, ТР ТС 034/2013), а именно: использование ГМО, не прошедших процедуру госу-
дарственной регистрации; использование ГМО при производстве специализированной пищевой продук-
ции; необходимость маркировки и порог маркировки.

Лабораторное определение ГМО основано на проведении полимеразной цепной реакции для выяв-
ления и идентификации рекомбинантных нуклеотидных последовательностей, специфичных к генам, 
генетическим конструкциям и трансформационным событиям. Алгоритм исследований, проведенных в 
рамках контроля за ГМО согласно МУ 2.3.2.1917-04, включал обязательные последовательные этапы об-
наружения растительной ДНК и наиболее распространенных генетических элементов, идентификацию и 
количественный анализ ГМО.

В период с 2011 по 2022 годы были проведены исследования 4043 образцов пищевых продуктов 
(2011-2013 – 1878 образцов, 2014-2016 – 763 образца, 2017-2019 – 885 образцов, 2020-2021 – 517 образ-
цов). Доля специализированной пищевой продукции составляла от 2 до 40% от общего количества ис-
следованных образцов и характеризовалась присутствием ингредиентов растительного происхождения, 
имеющих следующие ГМ-аналоги: картофель, кукуруза, пшеница, рапс, рис, сахарная свекла, слива, соя, 
томат, цикорий, яблоко. На БАД приходилось от 60 до 98% от общего количества исследованных образцов, 
содержавших в составе ГМ-аналоги картофеля, кукурузы, льна, пшеницы, рапса, риса, сахарной свеклы, 
сои, хлопка, цикория, яблок и т.д.

Результаты испытаний подтвердили наличие рекомбинантной ДНК растительного происхождения в 
исследованных образцах:

•  в количестве менее 0,9% в пересчете на отдельный ингредиент – в 100 образцах (2,47% из числа 
исследованных проб), а именно, в 2011-2013 – 4 образца, 2014-2016 – 81 образец, 2017-2019 – 3 образца, 
2020-2022 – 12 образцов; 

•  в количестве более 0,9% в пересчете на отдельный ингредиент – в 13 образцах (0,32% из числа ис-
следованных проб), а именно, в 2011-2013 – 4 образца, 2014-2016 – 7 образцов, 2017-2019 – 0 образцов, 
2020-2022 – 2 образца.

Таким образом, несмотря на высокие темпы роста мирового производства ГМ-культур, насчитываю-
щих в настоящее время более 500 линий и занимающих около 13% от всех мировых посевных площадей, 
доля ГМ-содержащих продуктов на внутреннем продовольственном рынке Российской Федерации остает-
ся крайне низкой. Результаты выборочного контроля наличия рекомбинантной ДНК в специализирован-
ной пищевой продукции и биологически активных добавках могут быть использованы для формирования 
федерального информационного фонда данных пострегистрационного мониторинга ГМО.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования Российской Федера-
ции (проект № FGMF-2022-0003).
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RESULTS OF GMO SCREENING IN SOME TYPES OF FOOD
E.O. Sadykova, M.D. Trebukh, S.I. Shestakova, N.S. Nikitin

Federal State Budgetary Scientific Institution Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety 
Moscow, Russia
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The publication presents the selective control's  results over GMO in specialized food products and dietary 
supplements, conducted by the FSBSI «FRC of Nutrition, Biotechnology» in 2011-2022.

Key words: GMO post-registration monitoring, control methods.

Control over genetically engineered organisms (GMO) in food is implemented in the areas regulated by the 
technical regulations of the Eurasian Economic Union (TR CU 015/2011, TR CU 021/2011, TR CU 022/2011, TR 
CU 023/2011, TR CU 024/2011, TR CU 027/2012, TR CU 029/2012, TR CU 033/2013, TR CU 034/2013), as follows 
the use of GMO that have not completed the state registration procedure; the use of GMO in the production of 
specialized food products; the need for labeling and labeling threshold.

The laboratory detection of GMO is based on a polymerase chain reaction to reveal  and identify recombinant 
nucleotide sequences specific to genes, genetic constructions, and transformation events. The research algorithm 
performed as a part of the GMO control according to MG 2.3.2.1917-04 included the mandatory sequential stages 
of detection of plant DNA and the most common genetic elements, identification and quantitative analysis of GMO.

In the period from 2011 to 2022 a number of food samples (in total 4043) were tested (2011-2013 – 1878 
samples, 2014-2016 – 763 samples, 2017-2019 – 885 samples, 2020-2021 – 517 samples). The share of 
specialized food products ranged from 2 to 40% of the tested samples total number  was characterized by the 
presence of ingredients of plant origin with the following GM counterparts: potato, corn, wheat, rapeseed, rice, 
sugar beet, plum, soybean, tomato, chicory, apple. Dietary supplements accounted for 60 to 98% of the total number 
of tested samples, containing GM analogues of potatoes, corn, flax, wheat, rapeseed, rice, sugar beets, soybeans, 
cotton, chicory, apples, etc.

Test results confirmed the presence of recombinant DNA of plant origin in the samples tested:
•  in an amount of less than 0.9% in terms of a single ingredient – in 100 samples (2.47% of the number of 

tested samples), as follows, in 2011-2013 – 4 samples, 2014-2016 – 81 samples, 2017-2019 – 3 samples, 2020-
2022 – 12 samples; 

•  in an amount of more than 0.9% in terms of a single ingredient – in 13 samples (0.32% of the examined 
samples), as follows, in 2011-2013 – 4 samples, 2014-2016 – 7 samples, 2017-2019 – 0 samples, 2020-2022 – 2 
samples.

To summarize, despite the high growth rate of GM crops global production, which currently number more than 
500 lines and occupy about 13% of all global cultivated areas, the share of GM-containing products in the domestic 
food market of the Russian Federation remains extremely low. The results of selective control over the recombinant 
DNA presence in specialized food and dietary supplements can be used to form a federal information fund of post-
registration GMO monitoring data.

The research was funded by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation (project 
№ FGMF-2022-0003).
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Пищевые биополимеры (изолят сывороточных белков молока (ИСБ) и хитозан (ХИТ)) эффективно ин-
капсулировали липосомы фосфатидилхолина (ФХ), загруженные комбинацией гидрофобных и гидрофиль-
ных нутрицевтиков. Полученные биополимерные системы доставки, обеспечивали стабильность нутри-
цевтиков и их контролируемую биодоступность в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) in vitro.  

Ключевые слова: фосфатидилхолин, липосомы, изолят сывороточных белков молока, хитозан, нутрицев-
тики, стабильность, биодоступность 

Целью нашей работы было создание водорастворимой и наноразмерной системы адресной доставки 
комбинации гидрофобных и гидрофильных нутрицевтиков в их адекватном для оздоровительного эффек-
та количестве. В качестве незаменимых гидрофобных нутрицевтиков были выбраны омега-3 и омега-6 по-
линенасыщенные жирные кислоты (ПНЖК), входящие в состав ФХ и рыбьего жира (РЖ), а также витамин 
Д3 и растительный антиоксидант (эфирное масло гвоздики (ЭМГ)). При этом ставилась задача достиже-
ния наиболее оптимального для здоровья равного весового соотношения омега-3 и омега-6 ПНЖК. В каче-
стве гидрофильного нутрицевтика была выбрана γ-аминомасляная кислота (ГАМК), как один из основных 
ингибирующих нейромедиаторов центральной нервной системы. 

Для достижения поставленной цели, мы, в первую очередь, использовали водорастворимые липосо-
мы ФХ, сформированные в нейтральной области рН водной среды, для одновременного инкапсулирова-
ния как гидрофобных нутрицевтиков в их бислой, так и ГАМК– в центральную гидрофильную часть липо-
сом. При этом, методом ЭПР спектроскопии было установлено, что основное влияние на микровязкость 
бислоя липосом ФХ, нагруженных нутрицевтиками (ФХ-РЖ-Д3-ЭМГ-ГАМК), оказывали инкапсулированные 
длинноцепочечные ПНЖК из РЖ. Это проявлялось в значительном уменьшении микровязкости бислоя, 
вызванное менее упорядоченным расположением в нём этих ПНЖК. 

В дополнение к этому, было проведено эффективное инкапсулирование (80%) сформированных ли-
посом (ФХ-РЖ-Д3-ЭМГ-ГАМК) пищевыми биополимерами (сначала ИСБ, а затем ХИТ). Такое тройное (ФХ, 
ИСБ, ХИТ) инкапсулирование позволило обеспечить, как 100% растворимость в водной среде доставляе-
мых нутрицевтиков, так и их стабильность при длительном хранении (22 дня) при комнатной температуре 
и на свету.  

Изучение поведения сформированных комплексных частиц [ИСБ –(ФХ-РЖ-Д3-ЭМГ-ГАМК)-ХИТ] в усло-
виях модельного ЖКТ in vitro показало, что в условиях желудка, под действием пепсина, в первую оче-
редь гидролизуется хитозан, расположенный на поверхности комплексных частиц, замедляя тем самым 
высвобождение липосом. В тонком кишечнике при рН 7.0 хитозан терял свой заряд и растворимость, 
отделялся от комплекса и выпадал в осадок, и тем самым делал доступным поверхность белково-ли-
посомального комплекса [ИСБ-(ФХ-РЖ-Д3-ЭМГ-ГАМК)] для ферментативного гидролиза и высвобождения 
(79%) инкапсулированных липосом. Такое поведение биополимерных комплексных частиц в ЖКТ оказы-
вается благоприятным для биодоступности всех нутрицевтиков в тонком кишечнике и может способство-
вать их эффективному биоусвоению. С практической точки зрения, полученные комплексы могут быть ис-
пользованы в качестве физиологически функциональных ингредиентов для разработки новых составов 
обогащённых, функциональных или лечебных продуктов питания. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 21-16-00085, https://rscf.ru/
project/21-16-00085. Авторы также благодарят Lipoid GmbH за бесплатный образец ФХ. М.С.А., Н.Г.Б. и В.В.К. 
получали финансовую поддержку из государственного бюджета как операторы некоторого научного обо-
рудования, используемого в этой работе. Кроме этого, авторы благодарят ЦКП ИБХФ РАН за возможность 
использования оборудования для измерения ζ-потенциалов и спектров ЭПР. 
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STABILITY AND BIOAVAILABILITY OF A COMBINATION OF HYDROPHOBIC 
AND HYDROPHILIC NUTRICEUTICS IN THEIR LIPOSOMAL FORM 
ENCAPSULATED BY FOOD BIOPOLYMERS
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1 �N. M. Emanuel Institute of Biochemical Physics of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia 
119334 Moscow, Kosygin str., 4, 

2 �D. I. Mendeleyev University of Chemical Technology of Russia, Moscow, Russia  
125047 Moscow, Miusskaya sq., 9  
E-mail: mariagersem@mail.ru

Food grade biopolymers (whey protein isolate (WPI) and chitosan (CHIT)) effectively encapsulated 
phosphatidylcholine (PC) liposomes loaded with a combination of hydrophobic and hydrophilic nutraceuticals. The 
obtained biopolymer delivery systems provided the stability of nutraceuticals and their controlled bioavailability in 
the gastrointestinal tract (GIT) in vitro.

Key words: phosphatidylcholine, liposomes, whey protein isolate, chitosan, nutraceuticals, stability, bioavailability

The aim of our work was to create a water-soluble and nanoscale system for targeted delivery of a combination 
of hydrophobic and hydrophilic nutraceuticals in their adequate amount for a health-improving effect. The following 
essential hydrophobic nutraceuticals were chosen: (i) omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs), 
which are part of phosphatidylcholine (PC) and fish oil (FO); (ii) vitamin D3; (iii) a plant antioxidant (essential oil 
of clove bud (EOC)). At the same time, the task was to achieve the most optimal for health the equal weight ratio 
of omega-3 and omega-6 PUFAs. As a hydrophilic nutraceutical, γ-aminobutyric acid (GABA) was chosen as the 
primary inhibitory neurotransmitter for the central nervous system.

First of all, to achieve this goal, we used water-soluble PC liposomes formed in the neutral pH region of an 
aqueous medium to simultaneously encapsulate both hydrophobic nutraceuticals in their bilayer and GABA in the 
central hydrophilic part of the liposomes. At the same time, it was found by electron paramagnetic resonance 
spectroscopy that the main influence on the microviscosity of the bilayer of PC liposomes loaded with nutraceuticals 
(PC-FO-D3-EOC-GABA) was exerted by encapsulated long-chain PUFAs from FO. This was manifested in a significant 
decrease in the microviscosity of the bilayer due to the less ordered arrangement of these PUFAs in it.

In addition, it was carried out an effective encapsulation (80%) of the liposomes (PC-FO-D3-EOC-GABA) by food 
biopolymers (first by WPI and then CHIT). Such triple (PC, WPI, CHIT) encapsulation made it possible to ensure both 
100% solubility in the aqueous medium of delivered nutraceuticals and their stability during long-term storage (22 
days) at room temperature and in the light. 

The study showed for the behavior of the formed complex particles [WPI-(PC-FO-D3-EOC-GABA)-CHIT] under 
the conditions of the model GIT in vitro that in the stomach, under the action of pepsin, chitosan located on the 
surface of complex particles is primarily hydrolyzed, thereby slowing down the release of liposomes. In the small 
intestine at pH 7.0, chitosan lost its charge and solubility, separated from the complex and precipitated, and thereby 
made the surface of the protein-liposomal complex [WPI-(PC-FO-D3-EOC-GABA)] available for enzymatic hydrolysis 
and release (79%) of encapsulated liposomes. This behavior of biopolymer complex particles in the GIT is favorable 
for the bioavailability of all nutraceuticals in the small intestine and can contribute to their effective bioassay in the 
human body.

From a practical point of view, the obtained complexes can be used as physiologically functional ingredients for 
the development of new compositions of fortified, functional or therapeutic food products. 

The research was carried out at the expense of the Russian Science Foundation grant No. 21-16-00085, 
https://rscf.ru/project/21-16-00085/. The authors are most grateful to the Lipoid for the free supply of the 
phosphatidylcholine sample. M.S.A., N.G.B., and V.V.K., were supported financially by the state budget as operators 
of some of the scientific equipment used in this work. In addition, the authors highly appreciate the possibility of 
using the equipment of the IBPC Centre for Shared Use of Scientific Equipment for measuring ζ-potentials and EPR 
spectra.
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НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ФЕРМЕНТОЛИЗАТА ДРОЖЖЕЙ  SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE В КАЧЕСТВЕ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНОЙ ДОБАВКИ
Серба Е.М., Юраскина Т.В., Римарева Л.В., Ревякина В.А., Медриш М.Э., Погоржельская Н.С.

Всероссийский научно-исследовательский институт пищевой биотехнологии – филиал Федерального государ-
ственного бюджетного учреждения науки Федерального исследовательского центра питания, биотехнологии 
и безопасности пищи, Москва, Россия 111033, г. Москва, ул. Самокатная, д.4Б. e-mail: serbae@mail.ru 

Разработан алгоритм биокаталитической конверсии дрожжей Saccharomyces cerevisiae с получением 
«Протамина К», содержащего незаменимые аминокислоты, низкомолекулярные пептиды, эргостерин, 
макро- и микроэлементов в биодоступной форме. Результаты клинических испытаний подтвердили его 
медико-биологическую эффективность.

Ключевые слова: ферментолизат дрожжей, пептиды, аминокислоты, триптофан, макро- и микронутриен-
ты, инкапсуляция, биологически активная добавка

Известно, что причина развития социально значимых алиментарно-зависимых заболеваний связана 
в основном с недостаточным по сравнению с физиологическими потребностями поступлением в орга-
низм макро- и микронутриентов. Использование в лечебно-профилактическом питании натуральных био-
логически активных веществ и функциональных ингредиентов способствует регуляции жизненно важных 
обменных процессов, происходящих в организме человека, и создает реальные предпосылки улучшения 
его физиологического состояния и укрепления системы иммунитета [1].

Как было показано ранее, одним из перспективных источников пищевых и биологически активных ве-
ществ являются непатогенные дрожжи Saccharomyces cerevisiae [2]. С целью повышения биодоступности 
внутриклеточных компонентов дрожжей для действия пищеварительных ферментов широко используют-
ся биокаталитические методы. Биологическая эффективность ферментолизатов дрожжей подтверждена 
в животноводстве, птицеводстве и рыбном хозяйстве [3]. Однако медико-биологических и клинических 
исследований их эффективности в рационах питания людей проводилось недостаточно. 

Цель – анализ аминокислотного и минерального состава ферментолизата биомассы дрожжей  
Saccharomyces cerevisiae для обоснования перспективы его использования в качестве биологически ак-
тивной добавки. 

Установлено, что основным функциональным ингредиентом БАД является триптофан, содержание кото-
рого в суточной дозе составило порядка 15 % от нормы физиологических потребностей. Кроме того, дополни-
тельными факторами, обуславливающими его функциональные свойства, являются присутствующие в БАД 
незаменимые аминокислоты с высоким АКС, более 50% из которых находятся в свободной биодоступной 
форме; низкомолекулярные пептиды; эргостерин; ценные макро- и микроэлементы, такие как медь, натрий, 
фосфор, калий, магний и хром. Для стабилизации биологически активных веществ «Протамина К» и улучше-
ния системы их доставки в организм человека подобраны условия инкапсуляции в полимерные матрицы.

Полученные актуальные данные о биохимическом и элементном составе БАД и результаты клиниче-
ских исследований позволяют предположить перспективы его использования в качестве биологически 
активной добавки, обладающей антиоксидантными и иммуномоделирующими свойствами, для повыше-
ния противоинфекционной защиты организма.

Исследование выполнено за счет средств на выполнение государственного задания (Тема № 0410-
2020-002)
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SCIENTIFIC AND PRACTICAL JUSTIFICATION OF THE PROSPECTS OF 
USING YEAST FERMENTOLYSATE SACCHAROMYCES CEREVISIAE AS A 
BIOLOGICALLY ACTIVE ADDITIVE
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An algorithm for the biocatalytic conversion of the yeast Saccharomyces cerevisiae with the production 
of "Protamine K" containing essential amino acids, low molecular weight peptides, ergosterol, macro- and 
microelements in a bioavailable form has been developed. The results of clinical trials confirmed its medical and 
biological effectiveness.

Key words: yeast fermentolysate, peptides, amino acids, tryptophan, macro- and micronutrients, encapsulation, 
biologically active additive

It is known that the reason for the development of socially significant alimentary-dependent diseases is mainly 
associated with insufficient intake of macro- and micronutrients in comparison with physiological needs. The use of 
natural biologically active substances and functional ingredients in therapeutic and preventive nutrition contributes 
to the regulation of vital metabolic processes occurring in the human body and creates real prerequisites for 
improving its physiological state and strengthening the immune system [1].

As shown earlier, one of the promising sources of food and biologically active substances is the nonpathogenic 
yeast Saccharomyces cerevisiae [2]. In order to increase the bioavailability of the intracellular components of yeast 
for the action of digestive enzymes, biocatalytic methods are widely used. The biological effectiveness of yeast 
enzyme lysates has been confirmed in animal husbandry, poultry farming, and fisheries [3]. However, biomedical 
and clinical studies of their effectiveness in human diets have been insufficient.

The aim is to analyze the amino acid and mineral composition of the Saccharomyces cerevisiae yeast biomass 
enzyme lysate to substantiate the prospects for its use as a biologically active additive.

It has been established that the main functional ingredient of dietary supplements is tryptophan, the content 
of which in a daily dose was about 15% of the norm of physiological needs. In addition, additional factors that 
determine its functional properties are essential amino acids present in dietary supplements with high ACS, more 
than 50% of which are in a free bioavailable form; low molecular weight peptides; ergosterol; valuable macro- 
and microelements such as copper, sodium, phosphorus, potassium, magnesium and chromium. To stabilize 
the biologically active substances "Protamine K" and improve the system of their delivery to the human body, the 
conditions for encapsulation in polymer matrices were selected.

The current data obtained on the biochemical and elemental composition of dietary supplements and the results 
of clinical studies suggest the prospects for its use as a dietary supplement with antioxidant and immunomodulating 
properties to increase the body's anti-infective defense.

The study was carried out at the expense of funds for the implementation of the state assignment (Subject No. 
0410-2020-002).
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В публикации представлены результаты исследований биологической ценности белка биомассы личинок 
черной львинки (Hermetia illucens) в экспериментах на крысах двух поколений (F1 и F2), потреблявших 
изучаемый продукт на протяжении всего периода онтогенеза.

Ключевые слова: пищевые насекомые; биомасса личинок черной львинки; биологическая ценность 
белка.

Возрастающий спрос на альтернативные источники пищевого белка, полученного от насекомых, 
микроорганизмов и других нетрадиционных объектов, продиктован существующей в современном об-
ществе потребностью в устойчивом развитии агропромышленного комплекса и рациональном приро-
допользовании. Значительный интерес к съедобным насекомым наблюдается со стороны населения 
развитых стран, не имевших традиции пищевого использования этих организмов, и обусловлен высокой 
пищевой и биологической ценностью биомассы насекомых, а также возможностями современных тех-
нологий переработки.

Нетрадиционные пищевые продукты, согласно действующему законодательству, являются продукци-
ей нового вида, подлежащей государственной регистрации на основании данных о ее безопасности. Кри-
тически значимыми этапами комплексной оценки безопасности нового продукта, позиционируемого как 
источник полноценного протеина, наряду с токсикологическими и аллергологическими тестами, являются 
исследования биологической ценности белка в экспериментах in vitro и in vivo.

Исследования проведены на 56 растущих крысах-самцах линии Вистар (по 14 в группе). Животные F1 
и F2 контрольных групп получали полусинтетический казеиновый рацион, содержание белка в котором 
составляло ~12% по калорийности; опытных групп – рацион с включением эквивалентного количества 
белка H. illucens. Замену ингредиентов рациона проводили с учетом содержания белков, жиров и угле-
водов во вводимом продукте при соблюдении принципа изокалорийности и идентичности химического 
состава. Биомасса H. illucens и казеин являлись основными значимыми источниками азота в рационе 
животных контрольных и опытных групп. В ходе эксперимента проводили измерение массы тела, поеда-
емости корма, экскреции азота с калом и мочой. О биологической ценности и усвояемости белка судили 
по коэффициентам эффективности белка и чистой эффективности белка; истинной усвояемости белка; 
истинной величине биологической ценности белка; истинной чистой утилизации белка.

Общее состояние животных всех групп в течение эксперимента было удовлетворительным. Несмотря 
на то, что по ряду показателей животные F1 и  F2 опытной группы отличались от контрольной, а именно: 
отмечено снижение коэффициента чистой эффективности белка (на 5%, p>0,05), истинной усвояемости 
белка (на 11%, p<0,05), истинной чистой утилизации белка (на 13%, p<0,05), вызванное увеличением экскре-
ции азота с мочой  (на 8%, p>0,05) и калом (на 186%, p<0,05) при равном количестве потребленного азота, 
скорость роста крыс и степень ретенции азота в организме свидетельствует о сравнительно высокой био-
логической ценности белка насекомых.

Таким образом, результаты исследований биологической ценности белка личинки черной львинки в 
эксперименте на 2-х поколениях крыс продемонстрировали его высокую биологическую ценность, сопо-
ставимую с белками животного происхождения, что позволяет рассматривать Hermetia illucens в качестве 
перспективного источника полноценного пищевого белка.

Работа поддержана грантом Российского научного фонда 20-16-00083.
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The publication presents the study results of protein biological value of black soldier fly (Hermetia illucens) larvae 
biomass in experiments on two generations of rats (F1 and F2) consuming the studied product during the whole 
period of ontogenesis.

Key words: food insects; biomass of black soldier fly larvae; protein biological value.

The increasing demand for alternative sources of food protein derived from insects, microorganisms and other 
non-traditional objects is dictated by the need in modern society for sustainable development of the agro-industrial 
complex and the rational use of nature. Significant interest in edible insects is observed on the part of the population 
of developed countries, which have no tradition of food use of these organisms, and is due to the high nutritional 
and biological value of the biomass of insects, as well as the possibilities of modern processing technologies.

Nonconventional food, according to the current legislation, is a new kind of product, subject to state registration 
based on data on its safety. The critical stages of the comprehensive safety assessment of a novel food positioned 
as a source of complete protein, along with toxicological and allergological tests, include studies of the biological 
value of the protein in in vitro and in vivo experiments.

Studies were performed on 56 growing male Wistar rats (14 per group). Animals of F1 and F2 control groups 
received a semi-synthetic casein diet with a protein content of ~12% in calories; test groups received a diet including 
an equivalent amount of H. illucens protein. The ingredients of the diet were replaced taking into concideration the 
content of proteins, fats, and carbohydrates in the introduced product while observing the principle of isocaloricity 
and identity of the chemical composition. H. illucens biomass and casein were the main significant sources of 
nitrogen in the diets of animals of the control and test groups. Body weight, feed consumption, and nitrogen 
excretion with feces and urine were measured during the experiment. The biological value and digestibility of 
protein were judged by coefficients of protein efficiency ratio, net protein ratio, true protein digestibility, true protein 
biological value, true net protein utilization.

The general condition of all groups animals was satisfactory during the experiments. Despite the fact that in a 
number of indicators F1 and F2 animals of test group differed from the control, in particular: there was a decrease 
in net protein ratio (by 5%, p>0.05), true protein digestibility (by 11%, p<0.05), true net protein utilization (by 13%, 
p<0.05), caused by an increase in nitrogen excretion with urine (by 8%, p>0.05) and feces (186%, p<0.05) with equal 
amounts of nitrogen consumed, the growth rate of rats and the degree of nitrogen retention in the body indicate the 
relatively high biological value of insect protein.

Therefore, the study results of protein biological value of black soldier fly (Hermetia illucens) larvae biomass in 
experiments on two generations of rats demonstrated its high biological value, comparable with proteins of animal 
origin, which allows us to consider Hermetia illucens as a promising source of high-grade dietary protein.

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-16-00083).
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Иммунологические исследования играют важную роль в комплексной оценке безопасности пищевой про-
дукции нового вида. В данной публикации представлены данные эксперимента с различными дозами 
овальбумина, подтверждающие информативность исследования морфологических показателей органов 
иммунной системы (тимус, селезенка, Пейеровы бляшки). 

Ключевые слова: пищевая продукция нового вида; оценка безопасности; иммунологические исследова-
ния. 

В российской системе оценки безопасности пищевой продукции нового вида важную роль играет из-
учение ee аллергенного потенциала. Традиционно используемые для этого исследования включают про-
ведение 29-дневного модельного эксперимента на крысах-самцах Вистар. Оценка потенциальной аллер-
генности включала определение (1) выраженности системной анафилаксии (2) уровня циркулирующих 
сенсибилизирующих антител (подклассы IgG1+ IgG4) при внутрибрюшинной сенсибилизации взрослых 
крыс пищевым антигеном – овальбумином куриного яйца (ОВА) с последующим в/б введением сенсиби-
лизированным животным разрешающей дозы того же белка. Идея новой методики основана на расшире-
нии списка изучаемых параметров за счет морфологических и иммунологических показателей. 

Длительность эксперимента составила 31 день, исследование проведено на 96 самцах с исходной 
массой тела ~184 г. Животные были разделены на 6 групп – контрольную и 5 опытных групп (1-5 группы) 
по 16 крыс в каждой. Сенсибилизацию опытных групп проводили ОВА внутрибрюшинно на 1, 3, 5 и 21-ый 
дни эксперимента. Контрольная группа получала физиологический раствор вместо ОВА. У крыс опытных 
групп на 29-й день эксперимента индуцировали развитие анафилаксии за счет в/б введения увеличиваю-
щейся дозы ОВА –12, 24, 36, 48, 60 мг/кг, соответственно. 

Оценка иммунного статуса включала анализ цитокинов, отвечающих за клеточный иммунный ответ 
Th1 (IL-2, IFN-y, GM-CSF), интенсивность гуморального Th2 тип определяли по интерлейкинам (IL-6, IL-13) и 
уровню иммуноглобулинов (IgG1 и IgG4) в сыворотке крови крыс. Наибольшее достоверное повышение 
уровня перечисленных цитокинов наблюдалось в 5-ой опытной группе. Анализ уровня содержания им-
муноглобулинов (IgG1 и IgG4) в сыворотке крови крыс-самцов показал отсутствие достоверных отличий 
между группами. Тяжесть реакции анафилактического шока оценивали по летальности в течение суток 
после вн/бр введения разрешающих доз овальбумина. Гибель животных в опытных группах при в/б  вве-
дении разрешающих доз ОВА составила: в 1-2 ~13%, 3~31%, 4-5~38%, что находится в диапазоне смертно-
сти  30-60% , характерной при в/в сенсибилизации разрешающей дозы ОВА.

Гистологические исследования тимуса подопытных крыс выявили изменения, соответствующие кар-
тине развития анафилаксии в течение 1-х суток: отек, расширение соединительнотканных перегородок 
тимуса, увеличение содержания тучных клеток. В 1-й опытной группе такие изменения наблюдались у 20%, 
во 2-5-й опытных группах - у 60% крыс. При исследовании селезенки и Пейеровых бляшек отличий от кон-
трольной группы не выявлено.

Обработка данных, полученных в рамках проведении модельных иммунологических исследований, с 
помощью корреляционного анализа позволила  выявить  прямую линейную зависимость дозы антигена 
и выживаемости животных, ширины трабекул тимуса, количества тучных клеток, а также цитокинов IL-6, 
IL-13, отвечающих за регуляцию гуморального ответа Th 2 типа, а также относящиеся к Th1 (клеточное 
звено) IL-2, IFN-y, GM-CSF. 

Таким образом, панель биомаркеров в комплексной оценки показателей иммунного статуса должна 
включать цитокины IL-2, IL-6, IL-13, IFN-y, а также морфометрические исследования тимуса.

Исследования проведены на средства Минобрнауки России (научный проект № FGMF-2022-0003).
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Immunological studies have an important role in the comprehensive safety assessment of novel  food. This 
publication presents the data of the experiment with different doses of ovalbumin, that confirms the informative 
value of the study of morphological indicators of the immune system’s organs (thymus, spleen, Payer's patch). 

Key words: novel food; safety assessment; immunological research

In the Russian system of  novel food's safety  assessment  the study of the allergenic potential of such food plays 
an important role. The studies traditionally used for this purpose include conducting of 29-day model experiment on 
Wistar male rats. The potential allergenicity evaluation included the detection of  (1) systemic anaphylaxis reaction 
severity and (2)  circulating sensitizing antibodies level (IgG1+ IgG4 subclasses) during intraperitoneal sensitization 
of adult rats with a food antigen, chicken egg ovalbumin, followed by intraperitoneal  injection to the sensitized  
animals with a booster dose of the same protein. The idea of novel methodology is based on the extension of the 
list of studied parameters with the morphological and immunological data.

The 31-days experiment was carried out on 96 males with an initial bodyweight ~184 g. The animals were 
divided into 6 groups – control and 5 test groups (16 rats in each). The test groups were sensitized by intraperitoneal 
injection of ovalbumin (OVA) on the 1, 3, 5 and 21st days of the experiment. The control was injected with physiologic 
saline instead of OVA. On 29th day of the experiment the systemic anaphylaxis of test groups was induced by 
intraperitoneal injection of OVA in increasing doses 12, 24, 36, 48, 60 mg/kg.

Immune status evaluation included analysis of cytokines responsible for Th1 cellular immune reaction (IL-
2, IFN-y, GM-CSF), the intensity of humoral Th2 type was determined by interleukins (IL-6, IL-13) and the level of 
circulating immunoglobulins (IgG1 and IgG4) in rat blood serum. The greatest significant increase in the levels of 
the listed cytokines was observed in the experimental group 5.

Analysis of the immunoglobulins levels (IgG1 and IgG4) in the blood serum of male rats showed no significant 
differences between the groups.

The severity of the anaphylactic shock reaction was assessed by the lethality within a day after the booster  
doses of ovalbumin were injected. Animal mortality in the test groups when booster doses of OVA were administered 
intraperitoneally  made as follows:  in 1-2 ~13%, 3~31%, 4-5~38%, which is in the mortality range of 30-60%, typical 
for intravenous sensitization with booster doses of ovalbumin.

Histological studies of the test rats' thymuses revealed changes corresponding to the picture of systemic 
anaphylaxis development during the 1st day: oedema, dilation of connective tissue septae of thymus, increase of 
the mast cells content. In the 1st test group such changes were observed in 20%, in 2-5 test groups in 60% of rats. 
No differences from the control group were revealed in the study of spleen and Payer's patches.

Processing of data obtained during model immunological studies with the help of correlation analysis allowed 
to reveal a direct linear dependence between antigen dose and animal survival rate, width of thymus trabeculae, 
number of mast cells as well as cytokines IL-6, IL-13, responsible for regulation of Th type 2 humoral immune 
response, and Th1 (cellular link) IL-2, IFN-y, GM-CSF.

Thus, the panel of biomarkers in a comprehensive assessment of immune status indicators should include 
cytokines IL-2, IL-6, IL-13, IFN-y, as well as morphometric studies of the thymus.

The research was funded by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation (project 
№ FGMF-2022-0003).
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Проведен анализ физико-химического состава и пищевой ценности возделываемых в России сортов то-
пинамбура. Получены экспериментальные данные по его переработке в спирт и функциональные продук-
ты на основе пищевых волокон, обогащенных белком, аминокислотами, витаминами, инулином. 
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Среди всех сельскохозяйственных структур топинамбур обладает наиболее широким набором полез-
ных свойств, что обусловлено его физико-химическим составом: углеводами, из которых 80% составляет 
инулин, белками, пищевыми волокнами, витаминами, макро- и микроэлементами и т. д. По урожайности 
топинамбур превосходит все сельскохозяйственные культуры. Однако по объему потребления, и как след-
ствие, объему производства он в тысячи раз уступает указанным культурам [1]. Причиной такого несо-
ответствия является дефицит промышленных технологий, обеспечивающих эффективную переработку 
топинамбура в продукты массового потребления. Одним из вариантов решения существующей проблемы 
является разработка технологических основ комплексной безотходной переработки топинамбура в этило-
вый спирт и функциональные продукты питания на основе клетчатки, обогащенной витаминами, амино-
кислотами, инулином [2,3]. 

Для оценки соответствия требованиям разрабатываемой технологии проведен анализ наиболее рас-
пространенных сортов топинамбура, культивируемых в России. Определены физико-химический состав 
корнеплодов и стеблей, их пищевая ценность, структурные параметры клубней, урожайность, условия хра-
нения.

Установлено, что с точки зрения разрабатываемой технологии наибольший интерес представляют 
следующие сорта: Ленинградский, Находка, Скороспелка.

По результатам проведенных исследований получены исходные данные по выходу и качественным 
показателям спирта и дополнительных продуктов, в частности пищевой клетчатки, на основе нераство-
римой части топинамбура, обогащенной биомассой спиртовых дрожжей. Определена пищевая ценность, 
полученного продукта в сравнении с другими продуктами – источниками пищевых волокон. Определены 
технологические условия для создания процессуальной и аппаратурной схемы подготовки сырья и его 
последующей переработки.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 22-16-00159, https://rscf.ru/
project/22-16-00159/
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The analysis of the physicochemical composition and nutritional value of Jerusalem artichoke varieties cultivated 
in Russia has been carried out. Experimental data have been obtained on its processing into alcohol and functional 
products based on dietary fiber enriched with protein, amino acids, vitamins, and inulin.
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Among all agricultural structures, Jerusalem artichoke has the widest range of useful properties, which is due 
to its physical and chemical composition: carbohydrates, of which 80% is inulin, proteins, dietary fiber, vitamins, 
macro- and microelements, etc. In terms of yield, Jerusalem artichoke surpasses all agricultural crops. However, 
in terms of consumption, and as a result, the volume of production, it is thousands of times inferior to these crops 
[1]. The reason for this phenomenon is the lack of industrial technologies that ensure the efficient processing of 
Jerusalem artichoke into consumer products. One of the options for solving the existing problem is the development 
of technological foundations for the complex waste-free processing of Jerusalem artichoke into ethyl alcohol and 
functional food products based on fiber enriched with vitamins, amino acids, inulin [2,3]. 

To assess the compliance with the requirements of the developed technology, an analysis of the most common 
varieties of Jerusalem artichoke cultivated in Russia was carried out. The physicochemical composition of root 
crops and stems, their nutritional value, structural parameters of tubers, yield, storage conditions were determined.

It has been established that from the point of view of the developed technology, the following varieties are of 
the greatest interest: Leningradsky, Nakhodka, Skorospelka.

Based on the results of the studies, the initial data on the yield of alcohol, its quality indicators and additional 
products, including dietary fiber, were obtained based on the insoluble part of Jerusalem artichoke enriched with 
alcohol yeast biomass. The nutritional value of the resulting product was determined in comparison with other 
products - sources of dietary fiber. The basis for the creation of a procedural and instrumental scheme for the 
preparation of raw materials and its subsequent processing has been determined.

The study was supported by the Russian Science Foundation grant No. 22-16-00159, https://rscf.ru/
project/22-16-00159/
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В данной публикации представлены результаты сравнительного анализа незаменимых аминокислот в 
составе белкового концентрата, полученного из биомассы метанокисляющих бактерий Methylococcus 
capsulatus, штамма ГСБ-15 (БК), и базовых пищевых продуктов животного и растительного происхождения.

Ключевые слова: Methylococcus capsulatus штамм ГСБ-15, белковый концентрат, аминокислотный 
профиль.

Экспертное заключение о биологической ценности пищевого белка формируется на основании ком-
плексного использования химического (оценка аминокислотного состава белка) и биологического мето-
дов (оценка степени ретенции азота пищи и эффективности его утилизации для поддержания азотистого 
баланса растущих животных). 
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Результаты оценки аминокислотного профиля белкового концентрата, представленные в таблице 
продемонстрировали сбалансированное содержание большинства незаменимых аминокислот, уровень 
которых сопоставим с таковым в белке куриного яйца, традиционно являющегося стандартом качества 
полноценного белка, а также с рядом других продуктов животного и растительного происхождения.

Таблица. Содержание незаменимых аминокислот в белковом концентрате биомассы  
Methylococcus capsulatus и в традиционных пищевых продуктах (г/100 г белка)

Незаменимая  
аминокислота БК

Белок кури-
ного яйца

[1, 2]

Говядина  
1 кат.
[1, 2]

Свинина 
мясная

[1, 2]

Бройлеры (цы-
плята) 1 кат.

[1, 2]

Соя
[3]

Валин 6,67±0,01 6,8 5,7 5,9 4,8 5,0
Изолейцин 5,43±0,02 5,8 4,3 5,0 4,0 4,8
Лейцин 9,64±0,02 8,5 8,1 7,7 7,4 8,0
Лизин 5,53±0,01 6,4 8,7 8,8 9,0 6,7
Метионин 3,55±0,002 3,8 2,4 2,4 2,6 1,4
Треонин 4,99±0,004 4,5 4,4 4,7 4,6 3,9
Триптофан 2,17±0,01 1,6 1,2 1,4 1,7 1,1
Фенилаланин 5,16±0,01 6,3 4,4 4,1 3,8 5,2

Таким образом, изучение аминокислотного профиля белкового концентрата, полученного из биомас-
сы метанокисляющих бактерий Methylococcus capsulatus, свидетельствует о его высоком потенциале в 
качестве источника незаменимых аминокислот. Дальнейшие исследования биологической ценности и 
усвояемости белкового концентрата в экспериментах in vivo подтвердили результаты химического иссле-
дования.

Работа поддержана грантом Российского научного фонда 20-76-10014.
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This publication presents the results of a comparative analysis of essential amino acids in the protein concentrate 
obtained from the biomass of methanoxidizing bacteria Methylococcus capsulatus, strain GSB-15 (BC), and basic 
food products of animal and plant origin.
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Expert opinion on the biological value of dietary protein is formed through the integrated use of chemical 
(evaluation of the amino acid protein composition) and biological methods (evaluation of the degree of food 
nitrogen retention and efficiency of its utilization to maintain the nitrogen balance of growing animals).

The results of the evaluation of the protein concentrate's amino acid profile are presented in the table showed a 
balanced content of most essential amino acids, the level of which is comparable with that in the protein of chicken 
egg, which is traditionally the standard of complete protein quality, as well as with a number of other products of 
animal and plant origin.

Table. Amino acids content in the Methylococcus capsulatus protein concentrate  
and traditional food (g/100 g protein)

Amino acid PC
Chicken egg 

white
[1, 2]

Beef,
category 1

[1, 2]

Meat pork
[1, 2]

Broilers 
(chickens), 
category 1

[1, 2]

Soybeans
[3]

Valine 6,67±0,01 6,8 5,7 5,9 4,8 5,0
Isoleucine 5,43±0,02 5,8 4,3 5,0 4,0 4,8
Leucine 9,64±0,02 8,5 8,1 7,7 7,4 8,0
Lysine 5,53±0,01 6,4 8,7 8,8 9,0 6,7
Methionine 3,55±0,002 3,8 2,4 2,4 2,6 1,4
Threonine 4,99±0,004 4,5 4,4 4,7 4,6 3,9
Tryptophan 2,17±0,01 1,6 1,2 1,4 1,7 1,1
Phenylalanine 5,16±0,01 6,3 4,4 4,1 3,8 5,2

Thus, the study of the amino acid profile of the protein concentrate obtained from the biomass of the 
methanoxidizing bacteria Methylococcus capsulatus indicates its high potential as a source of essential amino 
acids. Further studies on the biological value and digestibility of the protein concentrate in in vivo experiments 
confirmed the results of the chemical study.

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-76-10014).
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Определены кинетические параметры рекомбинантного химозина алтайского марала, полученного в про- 
и эукариотической системах экспрессии. Показано, что система продукции не влияет на аффинность хи-
мозина к синтетическому пептидному субстрату, а число оборотов и каталитическая эффективность фер-
мента, полученного в K. lactis выше, чем синтезированного в E. coli.
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Получение и исследование новых молокосвертывающих аспартатных протеиназ связано с решени-
ем актуальной биотехнологической задачи: нахождением и внедрением в практику сыроделия генно-ин-
женерного коагулянта молока, превосходящего по своим биохимическим и технологическим характери-
стикам эталонные молокосвертывающие ферменты (МФ) – рекомбинантные химозины (рХн) коровы и 
одногорбого верблюда. Ранее в прокариотической системе экспрессии нами получен и охарактеризован 
рХн алтайского марала (Cervus elaphus sibiricus) [1]. Показано, что по ряду биохимических показателей рХн 
марала, полученный в системе экспрессии Escherichia coli (рХн-Cer-E.coli), уступает коммерческим эталон-
ным МФ, что ограничивает сферу его применения производством сыров с короткими сроками созревания 
и хранения. Было выдвинуто предположение, что использование, вместо системы экспрессии E.coli, эука-
риотической системы продукции, которая обеспечивает посттрансляционный процессинг гетерологичных 
рекомбинантных белков, позволит улучшить ферментативные и технологические свойства рХн марала. 
Для проверки данного предположения был разработан продуцент гетерологичных белков на основе мо-
лочных дрожжей Kluyveromyces lactis и получен рХн марала, синтезированный в эукариотической системе 
экспрессии (рХн-Cer-K.lactis) [2]. Цель данного исследования – сравнение параметров ферментативной 
кинетики рХн марала полученного в про- и эукариотической системах экспрессии. Наработку целевых рХн 
в про- и эукариотических системах продукции осуществляли в соответствии с ранее описанными процеду-
рами [2]. Оценку специфической активности препаратов рХн марала и определение параметров кинетики 
Михаэлиса-Ментен проводили по методикам, описанным в работе [1]. 

Кинетические параметры (М ± m) рекомбинантных химозинов марала

Образец  
Препарат рХн Km., мкМ Число оборотов фермента, 

kcat, с
-1

Каталитическая эффективность, 
kcat/Km, мкМ-1 с-1

рХн-Cer-E.coli 2,3 ± 0,3 3548,0 ± 233,8 1518,4 ± 897,2
рХн-Cer-K.lactis 2,5 ± 0,1 6355,6 ± 406,9 2559,3 ± 212,4

Как следует из результатов, представленных в таблице, система экспрессии не оказывает существен-
ного влияния на сродство рХн марала к синтетическому субстрату, имитирующему Хн-чувствительную 
область каппа-казеина коровы, и начальную скорость ферментативной реакции – константы Михаэлиса 
(Km) имеют очень близкие значения. В то же время, число оборотов (kcat) и каталитическая эффективность 
(kcat/Km) рХн-Cer-K.lactis были соответственно в 1,8 и 1,7 раза выше, чем показатели рекомбинантного хи-
мозина марала, синтезированного в E. coli. Таким образом, по сравнению с рХн-Cer-E.coli, рХн марала, по-
лученный в эукариотической системе экспрессии, обладает более высокой специфической активностью 
и ферментативной эффективностью.  
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The kinetic parameters of recombinant Altai maral chymosin obtained in pro- and eukaryotic expression of plants 
were determined. It was shown that the production system does not affect the affinity of chymosin for a synthetic 
peptide substrate, and the turnover number and catalytic efficiency of the enzyme obtained in K. lactis are higher 
than those synthesized in E. coli.

Key words: recombinant maral chymosin, expression system, Michaelis constant, catalytic efficiency, enzyme 
turnover number. 

Obtaining and studying new milk-clotting aspartate proteins is associated with an urgent biotechnological task: 
finding and determining in the practice of cheesemaking a genetically engineered milk coagulant that is superior 
in its biochemical and technological characteristics to the reference milk-clotting enzymes (MF) - recombinant 
chymosins (rCh) of a cow and a one-humped camel. Previously, we obtained and characterized the rCh of the Altai 
maral (Cervus elaphus sibiricus) in the prokaryotic expression system [1]. It has been shown that, in terms of a 
number of biochemical parameters, maral rCh obtained in the Escherichia coli expression system (rCh-Cer-E.coli) 
is inferior to commercial reference MF, which limits its scope to the production of cheeses with short ripening and 
storage periods. It has been suggested that the use, instead of E. coli expression, of a eukaryotic production system 
that assimilates the post-translational processing of heterologous recombinant proteins, increases the enzymatic 
and technological properties of maral rCh. For verification, a developed producer of heterologous proteins based 
on the dairy yeast Kluyveromyces lactis was proposed and maral rCh synthesized in a eukaryotic expression system 
(pCh-Cer-K.lactis) was obtained [2].

The purpose of this study is to compare the parameters of the enzymatic kinetics of maral rCh obtained in pro- 
and eukaryotic expression enzymes.

The production of used rCh in pro- and eukaryotic products is carried out in accordance with previously described 
procedures [2]. The assessment of the specific activity of maral rCh preparations and the determination of the 
parameters of the Michaelis-Menten kinetics are carried out according to the methods described in [1]. 	

Kinetic parameters (M ± m) of recombinant maral chymosins

Sample rCh Km., mkM Enzyme turnover number, 
kcat, s

-1
Каталитическая эффективность, 

kcat/Km, mkM-1 s-1

rCh-Cer-E.coli 2,3 ± 0,3 3548,0 ± 233,8 1518,4 ± 897,2
rCh-Cer-K.lactis 2,5 ± 0,1 6355,6 ± 406,9 2559,3 ± 212,4

As follows from the results presented in the expression table, the system is not significant for the affinity of 
maral rCh to a synthetic substrate that mimics the CN-sensitive region of bovine kappa-casein, and the initial rate 
of the enzymatic reaction - Michaelis constants (Km) have very close values. At the same time, the number of 
revolutions (kcat) and catalytic efficiency (kcat/Km) of rCh-Cer-K.lactis were 1.8 and 1.7 times higher, respectively, 
than the indices of recombinant maral chymosin synthesized in E. coli. Thus, compared to rCh-Cer-E.coli, rCh of 
maral obtained in the eukaryotic expression system achieves higher specific activity and enzymatic efficiency.
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ПРОЦЕССЫ БИОКАТАЛИЗА И ТЕРМОПЛАСТИЧЕСКОЙ ЭКСТРУЗИИ  
В ТЕХНОЛОГИИ ГОТОВЫХ К УПОТРЕБЛЕНИЮ ПРОДУКТОВ  
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Исследовано влияние ферментов различной субстратной специфичности при переработке плодово-я-
годного сырья на химический состав его жмыхов. В качестве способа эффективной утилизации жмыхов 
предложена экструзионная переработка в смеси с зерновыми культурами с использованием системы де-
газации в готовые к употреблению продукты с высокой пищевой ценностью.

Ключевые слова: жмыхи плодово-ягодного сырья; биокатализ; фермент; экструзия; пищеконцентраты; 
зерновые продукты

Жмыхи плодово-ягодного сырья являются многотоннажным вторичным сырьевым ресурсом перера-
батывающей отрасли. Актуальность их дальнейшей переработки определяется рядом факторов, основны-
ми из которых являются высокая пищевая ценность, экономическая целесообразность и экологические 
аспекты эффективного использования, хранения и утилизации высоковлажных сельскохозяйственных 
отходов [1, 2]. 

Химический состав жмыхов, которые могут использоваться в качестве пищевых ингредиентов, зависит 
не только от качества исходного сырья, но и от условий его переработки в технологии соков с использо-
ванием гидролитических ферментов, обеспечивающих деструкцию биополимеров ягодного сырья. Изучены 
ферменты и ферментные системы целлюлолитического, пектолитического, протеолитического и липолити-
ческого действия, определяющие свойства и содержание биологически активных веществ в ферментоли-
затах жмыхов. Проведены исследования химического состава жмыхов брусники (Vaccinium vitis-idaea) и 
черноплодной рябины (Aronia melanocarpa). Установлено, что в жмыхе брусники основную долю нутриентов 
составляют углеводы (25-28%), пищевые волокна (20-25%), белки (6-8%), пектин (0,5-0,8%), жир (0,05-0,1%). В 
жмыхе брусники содержатся флавоноиды в количестве 1000-1200 мг%, органические кислоты от 3 до 5 %. При 
исследовании химического состава жмыхов черноплодной рябины установлено преобладающее количество 
пищевых волокон – от 28 до 30%, углеводов - 30-35%, белка- 0,5-1%, пектина- 1-2%, органических кислот- от 
2 до 4%, флавоноидов- 4500-5000 мг%, бета-каротинов и витаминов. Высокая пищевая ценность позволяет 
использовать жмыхи в качестве ингредиентов в составе различных продуктов питания: пищеконцентратной, 
хлебобулочной, кондитерской, мясной и других отраслях [2]. Перспективным направлением является их ис-
пользование в нативной форме без предварительной специальной обработки в экструзионных продуктах, го-
товых к употреблению (пищевые концентраты, сухие завтраки, снеки, диетические продукты), что обеспечит 
повышение пищевой ценности и обогащение данных продуктов. Специальные термомеханические режимы 
экструдирования и системы дегазации камеры экструдера позволяют проводить обработку смесей при тем-
пературах 160-170 °С, давлении 3,0-4,0 МПа и уровне влажности до 40%, практически вдвое превышающем 
типичное влагосодержание в процессе экструзии. Процесс позволяет перерабатывать высоковлажные сме-
си с высокой долей содержания жмыхов, обеспечивает микробиологическую безопасность и высокие орга-
нолептические свойства экструзионной продукции.

Комбинаторика условий биокатализа при переработке плодового-ягодного сырья и режимов экстру-
зии жмыхов в смеси с зерновым сырьем позволяет разрабатывать продукты, обогащенные биологиче-
скими активными веществами, обладающими пребиотическими, противовоспалительными, антиокси-
дантными, антиаллергенными, антиканцерогенными свойствами.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 22-16-00100. https://rscf.ru/
project/22-16-00100/
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The effect of enzymes with different substrate specificity in the processing of fruit and berry raw materials on the 
chemical composition of its pomaces was studied. Extrusion technology with a degassing system can be used 
as an efficient way of utilization of pomaces processing it mixed with cereals into ready-to-eat products with high 
nutritional value.

Key words: fruit and berry pomaces; biocatalysis; enzyme; extrusion; food concentrates; cereal products

Pomace of fruits and berries is a large-tonnage by-product of the agro-industrial complex. The significance 
of their further processing is determined by a number of factors, the main of which are high nutritional value, 
economic feasibility and environmental aspects of the efficient use, storage and disposal of high-moisture 
agricultural waste [1, 2].

The chemical composition of pomace that can be used as food ingredients depends not only on the quality 
of the feedstock, but also on its processing conditions in juice technology using hydrolytic enzymes destructing 
biopolymers of fruits and berries raw materials. Enzymes and enzyme systems of cellulolytic, pectolytic, proteolytic 
and lipolytic action, which determine the properties and content of biologically active substances in the hydrolysates 
of pomace, have been studied. The chemical compositions of lingonberry pomace (Vaccinium vitis-idaea) and 
chokeberry (Aronia melanocarpa) have been studied. It has been established that lingonberry pomace contains 
25-28% carbohydrates, 20-25% dietary fiber, 6-8% proteins, 0.5-0.8% pectin, 0.05-0.1% fat. Lingonberry pomaces 
also contains flavonoids in the amount of 1000-1200 mg%, organic acids from 3 to 5%. In the study of the chemical 
composition of chokeberry pomace, the amount of dietary fiber was 28-30%, carbohydrates - 30-35%, proteins - 
0.5-1%, pectin substances - 1-2%, organic acids - from 2 to 4%, flavonoids - 4500-5000 mg%. It also contains beta-
carotenes and vitamins. High nutrition value of   pomace allows to use it as ingredients in various food products: 
food concentrates, bakery, confectionery, meat and other food industries [2]. A promising direction of their utilization 
without prior special processing is ready-to-eat extrusion products (breakfast cereals, snacks, dietary products, 
food concentrates). Pomaces can enhance the nutritional value of extruded products. Special thermomechanical 
modes of extrusion and the installed degassing system make it possible to process mixtures at a temperature 
of 160-170°C, a pressure of 3.0-4.0 MPa and a moisture of up to 40%. The process allows the processing of wet 
mixtures with a high content of pomace, ensures microbiological safety and high sensory properties of extruded 
products.

The possibility to vary the conditions of biocatalysis during the processing of fruits and berries into juices and 
the modes of extrusion of pomace mixed with grain raw materials makes it possible to develop products enriched 
with biologically active substances that have prebiotic, anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, anti-allergic, 
and anti-carcinogenic properties.

The study was supported by a grant from the Russian Science Foundation No. 22-16-00100. https://rscf.ru/
project/22-16-00100/
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На базе имеющегося научного задела и новейших подходов в области токсикологии, медицины, геномных 
и протеомных технологий разработаны подходы к оценке безопасности продовольственного сырья, полу-
ченного с помощью микробного синтеза

Ключевые слова: оценка безопасности; пищевая продукция нового вида; микробный синтез.

Несмотря на то, что микроорганизмы (бактерии, дрожжи, грибы и водоросли) имеют продолжитель-
ную историю пищевого применения – по данным археологов древнее население приморских территорий 
употребляло в пищу микроводоросли; дрожжи использовались в качестве источника белка во время ми-
ровых войн; съедобные грибы являются частью рациона человека более 30 тысяч  лет, – микробные про-
теины в большинстве юрисдикций относятся к пищевой продукции нового вида, требующей отдельного 
разрешения для выпуска  на рынок. 

В Евразийском экономическом союзе (ЕАЭС) в соответствии с ТР ТС 021/2011 "О безопасности пище-
вой продукции" пищевая продукция нового вида подлежит государственной регистрации, процедура ко-
торой включает проведение комплексных исследований, подтверждающих безопасность этой продукции 
для жизни и здоровья человека. Принимая во внимание, что отечественный опыт в области медико-био-
логических исследований новых источников пищи насчитывает более 50 лет, при  разработке современ-
ных подходов к оценке безопасности различных видов нетрадиционной пищевой продукции используется 
весь аккумулированный массив знаний.  Интеграция имеющегося научного задела и новейших подходов 
в области токсикологии, биологии, медицины, геномных и протеомных технологий, позволяет создавать 
системы, гарантирующие безопасность  новых  продуктов с учетом всех современных требований к пище-
вой продукции. 

В рамках  разработки оригинального алгоритма медико-биологических исследований инновационного 
продовольственного сырья нового вида, полученного на основе микробного синтеза, будет проведена ком-
плексная экспертиза пищевой ценности и безопасности белкового концентрата (БК), полученного из дену-
клеинизированной биомассы метанотрофных бактерий Methylococcus capsulatus,  в экспериментах in vitro 
и in vivo. По результатам  первого этапа, включающего изучение пищевой ценности (более 90 показателей) 
и безопасности (более 15 показателей), будет дана характеристика пищевой и биологической ценности БК, 
которая ляжет в основу обоснования целесообразности его использования в питании человека; также бу-
дет сформирован расширенный перечень показателей безопасности: поскольку действующие в настоящее 
время технические регламенты ЕАЭС не регламентируют требования к продукции, полученной с помощью 
микробного синтеза, формирование такого перечня является актуальной задачей.

По результатам второго этапа, включающего токсикологические, репротоксические, аллергологиче-
ские исследования БК в экспериментах in vivo, а также изучение биологической ценности и усвояемо-
сти белка, проведенных на 3-х поколениях лабораторных животных, будет сделан вывод о безопасности 
данного БК. Реализация заведомо избыточного набора исследований (есть все основания полагать, что 
в рутинной практике исследования на 3-х поколениях нецелесообразны) позволит получить эксперимен-
тально подтвержденные данные о безопасности и сформировать оптимальный протокол исследований 
новой продукции, полученной с использованием микробного синтеза, в экспериментах in vivo (дизайн экс-
периментов, набор показателей, количество поколений и т.п.). 

Результаты экспертной оценки полученных данных будут обобщены в проект методических указаний 
"Медико-биологическая оценка продовольственного сырья, полученного с помощью микробного синтеза".

Работа поддержана грантом Российского научного фонда 20-76-10014.
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DEVELOPMENT OF APPROACHES TO THE NOVEL FOOD OBTAINED 
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Based on the available scientific advance and the latest concepts in the field of toxicology, medicine, genomic and 
proteomic technologies, approaches to the safety assessment of food obtained through microbial synthesis have 
been developed.

Key words: safety assessment; novel food; microbial synthesis.

Despite the fact that microorganisms (bacteria, yeasts, fungi and algae) have a long history of food use – 
according to archaeologists, the ancient population of coastal areas used to eat microalgae; yeast was used as 
a source of protein during world wars; edible mushrooms have been part of the human diet for over 30 thousand 
years – microbial proteins in the most jurisdictions are classified as novel food, requiring a separate permit for 
release to market.

In the Eurasian Economic Union (EAEU), in accordance with TR CU 021/2011 "On food safety", the novel food 
is a subject to state registration, which procedure includes comprehensive research to confirm the safety of these 
food for human. Taking into consideration that domestic experience in the field of medical and biological research 
of novel food  totals more than 50 years, the entire accumulated body of knowledge is used in the development 
of modern approaches to the safety assessment of various types of non-traditional food.  Integration of the 
available scientific advance  and the latest approaches in toxicology, biology, medicine, genomic, and proteomic 
technologies makes it possible to create systems that guarantee the safety of new products, with regard to all 
modern requirements for food.

As part of the original algorithm development of medical and biological research of innovative novel food 
raw materials obtained on the basis of microbial synthesis, a comprehensive examination of the nutritional value 
and safety of protein concentrate (PC) obtained from the denucleinized biomass of methanotrophic bacteria 
Methylococcus capsulatus, in in vitro and in vivo experiments will be carried out. By results of the first stage, including 
research of nutritional value (more than 90 indicators) and safety (more than 15 indicators), a characteristic of 
nutritional and biological value of PC will be given, which will form the basis for reasonability of its use in human 
nutrition; an extended list of safety indicators will also be formed: since the current technical regulations of EAEU 
do not regulate requirements for products obtained by means of microbial synthesis, the creation of such a list is 
important.

According to the results of the second stage, including toxicological, reprotoxic, allergological studies of PC 
in in vivo experiments, as well as the study of biological value and digestibility of the protein, carried out on 3 
generations of laboratory animals, the conclusion about the safety of this PC will be made. The implementation 
of a deliberately redundant set of studies (there is every reason to believe that in routine practice studies on 3 
generations are inexpedient) will provide experimentally confirmed safety data and form the optimal research 
protocol for new products obtained using microbial synthesis in in vivo experiments (experiment design, set of 
indicators, number of generations, etc.).

The results of the expert evaluation of the data obtained will be summarized in the draft methodological 
guidelines "Medical and biological evaluation of food raw materials obtained through microbial synthesis".

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-76-10014).
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Аллергологические исследования являются ключевым этапом оценки безопасности пищевой продукции 
нового вида. В данной публикации представлены результаты оценки денуклеинизированной биомассы 
метанотрофных бактерий (ДНБМ) Methylococcus capsulatus в рамках аллергологического эксперимента 
in vivo. 

Ключевые слова: Methylococcus capsulatus, денуклеинизированная биомасса метанотрофных бактерий, 
аллергологические исследования

Эксперимент длительностью 29 дней проведен на 60 крысах-самцах линии Вистар с исходной массой 
тела 176,2±1,3 г, разделенных на две группы, численностью по 30 животных каждая. На протяжении всего 
эксперимента крысы контрольной группы получали стандартный полусинтетический казеиновый рацион, 
опытной группы – рацион с 15% (по массе) содержанием ДНБМ. На 1, 3 и 5-й день эксперимента крыс вну-
трибрюшинно иммунизировали дозой 100 мкг 5-кратно перекристаллизованного овальбумина куриного 
яйца (ОВА), адсорбированного на 10 мг свежеосажденного гидроксида алюминия. На 21-й день вводили 
дополнительно еще 10 мкг ОВА в тех же условиях для индукции вторичного иммунного ответа. 

На 29-й день эксперимента у крыс обеих групп отбирали по 0,5 мл крови из хвостовой вены для опре-
деления антител, после чего вводили внутривенно по 10 мг на 1 кг массы тела ОВА в стерильном апироген-
ном 0,15 М растворе NaCl. Раствор белка перед внутривенным введением предварительно фильтровали 
через мембранный фильтр с порами 0,22 мкм. Развитие симптомов активного анафилактического шока 
наблюдали в течение 24 ч после введения разрешающей дозы; тяжесть реакции оценивали в соответ-
ствии со шкалой: "0" – нет реакции; "+" – озноб, одышка, кожный зуд; "++" – слабость, атаксия, цианоз 
конечностей; "+++" – судороги, паралич; "++++" – летальный исход.

На протяжении эксперимента общее состояние крыс обеих групп было удовлетворительным. В пе-
риод сенсибилизации и кормления не было отмечено гибели крыс в контрольной и опытной группах; 
по внешнему виду, состоянию шерстного покрова, поведению и скорости роста животные, получавшие 
ДНБМ, не отличались от животных контрольной группы, масса тела на 29-й день эксперимента составля-
ла 353,9±4,07 и 342,9±4,2 г, соответственно, и не имела статистически значимых различий (P>0,05, ANOVA, 
t-тест Стьюдента). Показатели летальности, числа тяжёлых реакций анафилаксии и анафилактического 
индекса у животных опытной группы достоверно не отличались от аналогичных показателей у животных 
контрольной группы и составляли: летальность – 47% и 63%; число тяжелых реакций анафилаксии – 47% 
и 63%; анафилактический индекс – 2,96 и 2,64, соответственно. 

Анализ распределения животных по тяжести реакции анафилаксии в группах  свидетельствует об от-
сутствии достоверных различий между группами (P>0,05). То же можно отметить и в отношении уровня 
антител класса IgG к ОВА. У животных контрольной группы уровень IgG к ОВА в сыворотке крови состав-
лял 2,64±0,25 мг/мл, у животных опытной группы – 1,87±0,16 мг/мл. По изученным показателям различия 
между группами отсутствовали (P>0,05).

Таким образом, аллергологические исследования ДНБМ Methylococcus capsulatus в эксперименте на 
крысах, во время которого была воспроизведена модель системной анафилаксии и изучены показатели 
тяжести активного анафилактического шока и интенсивность гуморального иммунного ответа, не выя-
вили какого-либо аллергенного действия ДНБМ Methylococcus capsulatus по сравнению со стандартным 
полусинтетическим казеиновым рационом.

Работа поддержана Российским Научным Фондом (Грант 20-76-10014).

UDC 604.2: 613.281  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-208-209

ALLERGOLOGICAL STUDIES OF THE METHANOTROPHIC BACTERIA 
METHYLOCOCCUS CAPSULATUS DENUCLEINIZED BIOMASS
A.A. Shumakova, E.O. Sadykova, S.I. Shestakova, M.D. Trebukh

Federal State Budgetary Scientific Institution Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety 
Moscow, Russia
109240, Moscow, Ustinsky Proezd, 2/14
e-mail: antonina_sh@list.ru

Allergological studies form a crucial part in the novel food safety assessment. This publication presents the 
results of evaluation of methanotrophic bacteria denucleinized biomass (DNBM) Methylococcus capsulatus in an 
allergological experiment in vivo.

Key words: Methylococcus capsulatus, methanotrophic bacteria's denucleinized biomass, allergological studies

The experiment 29 days long was conducted on 60 male Wistar rats with an initiale body weight of 176.2±1.3 g, 
divided into two groups of 30 animals each. Throughout the experiment, the control group rats received a standard 
semi-synthetic casein diet; the test group received a diet containing 15% (by weight) DNBM. On days 1, 3, and 5 of 
the experiment, the rats were intraperitoneally immunized with a dose of 100 μg of 5-fold recrystallized chicken egg 
ovalbumin (OVA) adsorbed on 10 mg of freshly deposited aluminum hydroxide. On day 21, an additional 10 μg of 
OVA was injected under the same conditions to induce a secondary immune response.

On 29th day a blood from the tail vein (0.5 ml) was taken from both groups of rats for antibody detection, 
followed by intravenous injection of 10 mg per 1 kg of OVA in sterile 0.15 M NaCl apirogenic solution. Protein 
solution was pre-filtered through a 0.22 µm pore membrane filter before intravenous injection. The development 
of active anaphylactic shock symptoms was observed within 24 h after the booster dose was administered; the 
severity of the reaction was assessed according to a scale: "0" – no reaction; "+" – chills, dyspnea, skin itching; "++" 
– weakness, ataxia, limbs cyanosis; "+++" –  convulsions, paralysis; "++++" –  fatal outcome.

Throughout the experiment, the general condition of both group rats was satisfactory. During the sensitization 
and feeding period, no death of rats in the control and test groups was observed; the animals receiving DNBM did 
not differ from the control group in appearance, fur quality, behavior and growth rate; body weight at 29th day was 
353.9±4.07 and 342.9±4.2 g respectively, and had no statistically significant differences (P>0.05, ANOVA, Student's 
t-test). The lethality rate, number of severe anaphylaxis reactions and anaphylactic index in the test group animals 
did not significantly differ from those in the control group and were as follows: lethality – 47% and 63%; number of 
severe anaphylaxis reactions – 47% and 63%; anaphylactic index – 2.96 and 2.64, respectively.

Analysis of the animals' distribution according to the anaphylaxis reaction severity in the groups shows no 
significant differences between them (P>0.05). The same can be observed with respect to the level of IgG antibodies 
to OVA. The control group animals had a serum IgG level to OVA of 2.64±0.25 mg/ml, the test group animals had a 
serum IgG level of 1.87±0.16 mg/ml. There were no differences between the groups in the studied indices (P>0.05).

Thus, the  allergological studies of Methylococcus capsulatus DNBM in the experiment on rats, during which 
the model of systemic anaphylaxis was reproduced and the severity of active anaphylactic shock and intensity 
of humoral immune response were studied, did not reveal any allergic effect of Methylococcus capsulatus DNBM 
compared to a standard semi-synthetic casein diet.

The research was funded by the Russian Science Foundation (Grant № 20-76-10014).
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Разработаны два рекомбинантных интеграционных вектора содержащих ген прохимозина марала под 
контролем различных дрожжевых промоторов. Молокосвертывающая активность культуральной сре-
ды продуцента (Kluyveromyces lactis) содержащего экспрессионную кассету с промотором GAP составила 
488,3±3,5 УЕ/мл, с промотором TEF – 249,0±2,4 УЕ/мл.

Ключевые слова:  химозин марала, Kluyveromyces lactis, молокосвертывающая активность, промоторы.

Химозин (EC 3.4.23.4) – гастральная аспартатная эндопептидаза, которая широко применяется для 
при производстве сычужных сыров [1]. Многие протеазы прокариот и эукариот проявляют молокосвер-
тывающую активность, но из-за высокого уровня неспецифического протеолиза и термостабильности, 
вызывающих снижение выхода продукции, пороки вкуса и текстуры сыров, - не могут использоваться в 
сыроделии или находят в нем ограниченное применение. Поэтому в последние годы ведется работа по 
получения рекомбинантных аналогов химозинов. Важной составляющей создания эффективного проду-
цента являются подбор системы продукции и промотора контролирующего экспрессию целевого гена. 
Одной из популярных платформ разработки промышленных ферментов являются молочные дрожжи 
Kluyveromyces lactis. Несмотря на их долгое использование в промышленной биотехнологии, набор опи-
санных промоторов для конструирования рекомбинантных продуцентов ограничен [2]. 

Целью данной работы было сравнительное изучение влияние двух промоторов, GAP и TEF на уровень 
продукции рекомбинантного химозина марала продуцентами на основе дрожжей K. lactis.

Для получения дрожжевых продуцентов на основе вектора pSVB-Cer, были сконструированы рекомби-
нантные векторы pPOG-Cer (содержит последовательность промотора GAP K. lactis) и pFOT-Cer (содержит 
последовательность промотора TEF K. lactis). Амплификацию последовательностей промоторного участка 
вели на матрице ДНК K. lactis штамм GG799. Трансформацию клеток K. lactis GG799 ДНК рекомбинантных 
плазмид проводили   использованием электропоратора Gene Pulser Xcell TM (Bio-Rad, США) при следую-
щих параметрах: 1500 B, 25 мкФ, 400 Ом, время 0,01 с. Перед трансформацией проводили ферментативную 
линеаризацию плазмид. Трансформанты отбирали на среде YCB. Наличие встройки экспрессионных кас-
сет подтверждали методом ПЦР с колоний. 

Клетки культивировали в среде YEP c добавлением 4% глюкозы и пантотената кальция в концентрации 
4,5 мг/л. По завершении культивирования рекомбинантный прохимозин активировали непосредственно 
в культуральной жидкости и определяли её молокосвертывающую активность (МА) по отношению к мо-
локу коровы. Максимальные значения МА наблюдался на 15 сутки культивирования для промотора GAP 
(488,3±3,5 УЕ/мл). Для промотора TEF максимальное значение МА составило 249,0±2,4 УЕ/мл. Изменения 
условий культивирования, а именно, внесение глюкозы каждые 3 дня в течение всего срока культивирова-
ния не оказывало положительного эффекта. Значения МА которые были достигнуты при использовании 
такой схемы культивирования для конструкций с промотором GAP составило 276,0±1,5 УЕ/мл, а с промо-
тором TEF – 205,2±2,1 УЕ/мл.

Работа выполнена при финансовой поддержке Государственного задания (проект № FZMW-2020-
0002).
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Two recombinant integration vectors containing the maral prochymosin gene under the control of various yeast 
promoters have been developed. The milk-clotting activity of the culture medium of the producer (Kluyveromyces 
lactis) containing the expression cassette with the GAP promoter was 488,3±3,5 AU/ml, with the TEF promoter – 
249,0±2,4 AU/ml.

Key words: maral chymosin, Kluyveromyces lactis, milk-clotting activity, promoters.

Chymosin (EC 3.4.23.4) – gastric aspartate endopeptidase, gastric aspartate endopeptidase [1]. Many 
prokaryotic and eukaryotic proteases exhibit milk-clotting activity, but due to the high level of nonspecific 
proteolysis and thermal stability, which cause a decrease in product yield, defects in taste and texture of cheeses, 
they cannot be used in cheese making or find limited use in it. Therefore, in recent years, work has been underway 
to obtain recombinant analogues of chymosins. An important component of creating an effective producer is 
the selection of a production system and a promoter controlling the expression of the target gene. One of the 
popular platforms for the development of industrial enzymes is the milk yeast Kluyveromyces lactis. Despite their 
long-term use in industrial biotechnology, the set of described promoters for the construction of recombinant 
producers is limited [2].

The purpose of this work was a comparative study of the effect of two promoters, GAP and TEF on the level of 
recombinant maral chymosin production by producers based on K. lactis yeast.

To obtain yeast producers based on the pSVB-Cer vector, recombinant vectors pPOG-Cer (contains the GAP 
K. lactis promoter sequence) and pFOT-Cer (contains the TEF K. lactis promoter sequence) were constructed. The 
sequences of the promoter site were amplified on the DNA matrix of K. lactis strain GG799. The transformation of 
cells of K. lactis GG799 DNA recombinant plasmids was carried out using an electroporator of the Xcell generator 
gene TM (bio-rad, USA) at the following parameters: 1500 V, 25 UF, 400 ohms, time 0,01 s. Before the transformation, 
enzymatic linearization of plasmids was performed. Transformants were selected on YCB medium. The presence 
of embedded expression cassettes was confirmed by PCR from colonies.

The cells were cultured in aga medium with the addition of 4% glucose and calcium pantothenate at a 
concentration of 4,5 mg/l. Upon completion of cultivation, recombinant prochymosin was activated directly in the 
culture fluid and its milk-clotting activity (MA) in relation to cow's milk was determined. The GAP is ≈ 15 days of 
cultivation for the promoter (488,3±3,5 AU/ml). For the TEF promoter ≈ 249,0±2,4 AU/ml. Changes in cultivation 
conditions, namely, the introduction of glucose every 3 days during the entire period of cultivation did not have a 
positive effect. The MA values that were achieved using such a cultivation scheme for structures with a promoter 
GAP was 276,0±1,5 AU/ml, and with a TEF promoter – 205,2±2,1 AU/ml.

The work was supported by the State Assignment (Project No. FZMW-2020-0002).
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В опытах показано, что штамм ВТ-91 вызывает у овец клинические симптомы болезни и гистопатологиче-
ские изменения в ЦНС, характерные для скрепи классического типа.

Ключевые слова: овцы, скрепи, губкообразная энцефалопатия крупного рогатого скота, прион, гистопато-
логия, электронная микроскопия.

Скрепи на территории России регистрируется в виде спорадических случаев с начала 1980-х годов у 
овец романовской породы. Однако свойства циркулирующего возбудителя скрепи не описаны. В случае 
заноса на территорию страны возбудителя ГЭП КРС, к которому чувствительны овцы и козы, он может 
ошибочно проходить под диагнозом скрепи, по клинической картине и гистологии болезнь практически не 
отличается от естественного скрепи в то время как он представляет экономическую и социальную опас-
ность. Поэтому изучение клинических, патогистологических и ультраструктурных изменений у больных 
скрепи животных, является важным диагностическим значением для дифференциальной диагностики 
прионных болезней. 

Цель исследования. Изучить патоморфологические и субмикроскопические изменения в тканях го-
ловного мозга овец при экспериментальной инфекции штаммом скрепи, выделенным от овец романов-
ской породы.

В работе использовали штамм ВТ-91 скрепи, выделенный от больной овцы романовской породы [1]. 
Опыт провели на 8 ягнятах породы меринос. Заражали животных орально частично очищенным гомоге-
натом тканей головного мозга больной скрепи овцы. Отбор проб тканей органов от всех живых животных 
проводили после эвтаназии под наркозом. Патогистологические изменения в ткани головного мозга изу-
чали общепринятыми методами световой и электронной микроскопии. 

Инкубационный период в среднем был равен 568 дням. Клинические симптомы болезни были ти-
пичными для поражения ЦНС. При патологоанатомическом обследовании павших и убитых больных жи-
вотных отмечали негативное изменение их внешнего вида, матовость волосяного покрова и заметное в 
разной степени истощение; у павших животных отмечено отсутствие жировых отложений в подкожной 
клетчатке, сердечной сорочке и сальнике. Внутренние органы были в норме, но селезенка у всех боль-
ных животных была мягкая, тургор ткани был снижен. Патогистологические изменения у зараженных 
животных,  характерные для скрепи обнаружены в продолговатом мозге, варолиевом мосту, мозжечке, 
четверохолмии, гипоталамусе, аммониевом роге и в слоях малых и больших пирамид коры. Наиболее яр-
кая патология характеризовалась вакуолизацией нейронов и нейропиля, выпадением нервных клеток, в 
результате чего мозг приобретал губкообразную структуру. Субмикроскопический анализ тканей головно-
го мозга подопытных животных выявил сложные патологические изменения в структурах органелл всех 
клеток. Цитоплазма нейронов имела электронносветлые области очагового набухания, в которых отсут-
ствовали органеллы, но выявлялся тонкий гранулярный компонент и мелкие везикулы, остальная часть 
цитоплазмы содержала различных форм и размеров везикулярные структуры и клеточные органеллы. 
Везикулярные структуры в большинстве формировались элементарными трехслойными мембранами и 
содержали мелкие везикулы, гранулярный компонент различной плотности, а иногда и дегенерирующие 
митохондрии с четко выраженной деструкцией крист. Дегенерирующие митохондрии с деструкцией крист 
выявляли также в пресинаптических окончаниях дендритов и аксонах, в которых часто их скопления окру-
жены кроме элементарной мембраны также миелиновым чехлом, рядом сохранялись миелиновые футля-
ры, содержащие вакуоли с дегенерирующим содержимым, а также паракристаллические скопления мие-
линовых мембран, гранулярного и фибриллярного компонентов, мелких везикул. Миелиновые мембраны 
во многих структурах расширяются и фрагментируются , в отдельных местах слои миелина сливаются в 
электронноплотные конгломераты, в которых слои мембран не различаются. В нейроплазме постоянно 

встречаются зоны формирования аутофагосом, когда элементарной мембраной окружается участок ци-
топлазмы или органоид клетки и формируется аутофагосома, приводящая к лизису секвестированного 
материала. В некоторых дендритах выявляются скопления мелких частиц, имеющих в поперечном срезе 
кольцевидный вид и диаметр 25…35 нм и на продольном срезе длину 100…150 нм.

Литература

1. Nadtochey G.A. The isolation of a Scrapie Strain from Romanov Sheep. / Nadtochey G.A., Subin B.A.// The 5th 
Russional National Congress « Man and Drugs». Abstracts of Papers. Moscow April, 21-25 1998, p.424

UDC 619: 616.9: 616-091.8  DOI: 10.37747/2312-640X-2022-20-214-216

CLINICAL, PATHOMORPHOLOGICAL AND ULTRASTRUCTURAL CHANGES  
IN SHEEP INFECTED WITH THE STRAIN OF SCRAPIE BT-91
G.A. Nadtochey, S.V. Vangeli, V.V. Stafford

Federal Research Center - All-Russian Research Institute of Experimental Veterinary Medicine named after K.I. Skrjabin 
and Y. R. Kovalenko of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Experiments have shown that strain BT-91 in sheep causes clinical symptoms of the disease and histopathological 
changes in the central nervous system that are characteristic of classical scrapie.
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Scrapie has been recorded in Russia as sporadic cases since the early 1980s in Romanov sheep. However, 
the properties of the circulating scrapie pathogen are not described. In the case of introduction into the territory 
of the country of the causative agent of BSE of cattle, to which sheep and goats are sensitive, it can be mistakenly 
diagnosed as scrapie, according to the clinical picture and histology, the disease practically does not differ from 
natural scrapie , while it poses an economic and social danger. Therefore, the study of clinical, pathohistological 
and ultrastructural changes in sick scrapie animals is an important diagnostic value for the differential diagnosis 
of prion diseases. 

Purpose of the study. To study pathomorphological and submicroscopic changes in the brain tissues of sheep 
during experimental infection with a strain of scrapie isolated from Romanov sheep.

We used the BT-91 strain of scrapie isolated from a diseased sheep of the Romanov breed [1]. The experiment 
was carried out on 8 merino lambs. Animals were challenged orally with partially purified brain tissue homogenate 
from a sick scrapie sheep. Sampling of organ tissues from all living animals was performed after euthanasia under 
general anesthesia. Pathological changes in the brain tissue were studied by conventional methods of light and 
electron microscopy.

The incubation period averaged 568 days. Clinical symptoms of the disease were typical of CNS lesions. During 
the pathoanatomical examination of the fallen and killed sick animals, a negative change in their appearance, 
dullness of the hairline and noticeable exhaustion to varying degrees were noted; dead animals showed no fat 
deposits in the subcutaneous tissue, heart shirt and omentum. The internal organs were normal, but the spleen in 
all sick animals was soft, tissue turgor was reduced. Pathohistological changes in infected animals characteristic 
of scrapie were found in the medulla oblongata, pons, cerebellum, quadrigemina, hypothalamus, ammonium horn 
and in the layers of small and large pyramids of the cortex. The most striking pathology was characterized by 
vacuolization of neurons and neuropil, loss of nerve cells, as a result of which the brain acquired a spongy structure. 
Submicroscopic analysis of the brain tissues of experimental animals revealed complex pathological changes in 
the structures of the organelles of all cells. The cytoplasm of neurons had electron-light areas of focal swelling, 
in which there were no organelles, but a thin granular component and small vesicles were detected, the rest of 
the cytoplasm contained vesicular structures and cellular organelles of various shapes and sizes. Most of the 
vesicular structures were formed by elementary three-layer membranes and contained small vesicles, a granular 
component of varying density, and sometimes degenerating mitochondria with a pronounced destruction of cristae. 
Degenerating mitochondria with destruction of cristae were also detected in the presynaptic endings of dendrites 
and axons, in which often their accumulations are surrounded, in addition to the elementary membrane, by a myelin 
sheath, myelin sheaths containing vacuoles with degenerating contents, as well as paracrystalline accumulations of 
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myelin membranes, granular and fibrillar components, were preserved nearby. small vesicles. Myelin membranes in 
many structures expand and fragment, in some places the myelin layers merge into electron-dense conglomerates, 
in which the membrane layers do not differ. Zones of autophagosome formation are constantly encountered in 
the neuroplasm, when an elementary membrane surrounds a section of the cytoplasm or a cell organoid and an 
autophagosome is formed, leading to lysis of the sequestered material. In some dendrites, accumulations of small 
particles are detected, having an annular shape in a transverse section and a diameter of 25 ... 35 nm and a length 
of 100 ... 150 nm in a longitudinal section.
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В опытах показано, что морские свинки при экспериментальном заражении возбудителем К-ГЭ КРС, могут 
быть высокочувствительным объектом для лабораторного изучения возбудителя губкообразной энцефа-
лопатии коров.

Ключевые слова: Прионы; губкообразная энцефалопатия крупного рогатого скота, морские свинки, PrPSc, 
иммуногистохимия, нейропатология.

В изучение биологических свойств прионов и вызываемых ими заболеваний огромный вклад вно-
сят лабораторные модели животных. Так, мышиные модели прионных инфекций сыграли главную роль в 
расшифровке фундаментальных вопросов биологии прионов и оценке потенциальной трансмиссивности 
нейродегенеративных заболеваний. Однако несмотря на экономическую приемлемость и другие положи-
тельные свойства данной модели, она имеет ряд недостатков. Она даёт малообъёмные образцы ткани, на 
ней очень трудно получить нужный объём сыворотки и спинномозговой жидкости для многих исследова-
ний. Поэтому поиск и изучение заболевания на новых моделях лабораторных животных, чувствительных 
к К-ГЭ КРС имеет важное научное значение в изучении прионных болезней.

Цель исследования. Изучить некоторые свойства возбудителя К-ГЭ КРС на морских свинках и полу-
чить чувствительный биотест на прионы.

В опыте использовали 6 морских свинок двухмесячного возраста. Четырём животным ввели интра-
церебрально в лобную долю левого полушария по 0,1 мл гомогената головного мозга больного К-ГЭ КРС 
телёнка. Двум животным (контроль) аналогичным образом ввели по 0,1 мл забуференного физраствора. 
Все процедуры с животными проводили под анестезией их. Контрольных и заражённых животных содер-
жали отдельно друг от друга.

Отбор проб тканей органов от всех живых животных проводили после эвтаназии под наркозом. Па-
тогистологические изменения в ткани головного мозга изучали общепринятым методом световой микро-
скопии. Иммуногистохимические исследования проводили по протоколу, рекомендованному Andréoletti O.

Заболели все 4 заражённые морские свинки с развитием клинических симптомов. Инкубационный пе-
риод был длительным и различным: он колебался от 566 до 988 дней, а в среднем составил 816 дней. Кли-
ническая стадия болезни у всех четырёх подопытных животных была короткая и не превышала двух не-
дель. Вначале отмечали снижение поедания корма и повышение возбудимости и подвижности, снижение 

реакции на звук, замедление подвижности, нарушение равновесия при движении, дрожь головы, иногда 
наблюдали миоклонические судороги, атаксия, и, наконец, общая сильно выраженная слабость и смерть. 
У одного животного за сутки до гибели наступал паралич задних конечностей с потерей чувствительности 
в области тазового пояса и задних конечностей. Очень заметным общим симптомом была дрожь головы.  
Обе контрольные морские свинки оставались клинически здоровыми в течение всего периода опыта, не 
было выявлено у них ни гистологических изменений, ни наличия прионного белка PrPSc в ЦНС.

При патологическом вскрытии у заражённых животных в отличие от контрольных регистрировали 
матовость шерстного покрова и слабую выраженность жировых отложений под кожей и в сальнике. 
Алопеции и расчёсы кожного покрова отсутствовали у всех животных, также, как и видимые изменения 
висцеральных органов. При вскрытии черепной коробки заражённых животных у трёх из четырёх была 
заметна умеренная гидроцефалия.

Нейропатологические изменения выявлены у заражённых животных только в тканях ЦНС в виде ти-
пичной для прионных энцефалопатий вакуолизации нейронов и нейропиля. Вакуолизацию тканей выяв-
ляли симметрично в правой и левой частях головного мозга. Поражения затрагивали все отделы головно-
го мозга, но с разной степенью интенсивности, наименее они были выражены в стволе головного мозга и 
спинного мозга. Наиболее сильно вакуолизация выявлялась в тканях мозжечка как в молекулярном, так и 
в гранулярном его слоях. Характерными были выраженная потеря зернистых клеток и выпадение многих 
клеток Пуркинье.

Вакуолизированные нейроны обычно были увеличены в размерах и имели различную форму. Во мно-
гих нейронах можно видеть внутринейрональные вакуоли и включения. Более редкими являются много-
камерные вакуоли. Иммуногистохимической реакцией в тканях заражённых морских свинок выявляли 
PrPSc в виде тонких молекулярных отложений без резких границ до грубых крупных очагов. Прионный 
белок выявлялся в зернистом и молекулярном слоях мозжечка, а также вокруг клеток Пуркинье. Очаги 
отложений PrPSc выявляли в мозжечковом, вестибулярном и овливарном ядрах, а также ретикулярной 
формации. PrPSc накапливался в телах клеток нейронов и нейропиле.
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Experiments have shown that guinea pigs, when experimentally infected with the causative agent C-BSE of cattle, 
can be a highly sensitive object for laboratory study of the causative agent of spongiform encephalopathy of cows.
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Laboratory animal models make a huge contribution to the study of the biological properties of prions 
and the diseases they cause. Thus, mouse models of prion infections have played a major role in deciphering 
the fundamental questions of prion biology and assessing the potential transmissibility of neurodegenerative 
diseases. However, despite the economic acceptability and other positive properties of this model, it has a number 
of disadvantages. It produces low-volume tissue samples, and it is very difficult to obtain the required volume of 
serum and cerebrospinal fluid for many studies. Therefore, the search for and study of the disease in new models 
of laboratory animals sensitive to bovine C-BSE is of great scientific importance in the study of prion diseases.

The purpose of the study. To study some properties of the causative agent C-BSE of cattle on guinea pigs and 
obtain a sensitive biotest for prions.

In the experiment, 6 guinea pigs of two months of age were used. Four animals were injected intracerebrally 
into the frontal lobe of the left hemisphere with 0.1 ml of brain homogenate of a sick C-BSE cattle calf. Two animals 
(control) were similarly injected with 0.1 ml of buffered saline. All procedures with animals were performed under 
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anesthesia. Control and infected animals were kept separately from each other.
Sampling of organ tissues from all living animals was carried out after euthanasia under anesthesia. 

Pathohistological changes in brain tissue were studied by the conventional method of light microscopy. 
Immunohistochemical studies were carried out according to the protocol recommended by Andréoletti O.

All 4 infected guinea pigs became ill with the development of clinical symptoms. The incubation period was 
long and varied: it ranged from 566 to 988 days, and averaged 816 days. The clinical stage of the disease in all four 
experimental animals was short and did not exceed two weeks. At first, there was a decrease in food intake and an 
increase in excitability and mobility, a decrease in response to sound, slowing mobility, imbalance during movement, 
trembling of the head, sometimes myoclonic convulsions, ataxia, and, finally, general pronounced weakness and 
death. In one animal, a day before death, paralysis of the hind limbs occurred with loss of sensitivity in the pelvic 
girdle and hind limbs. A very noticeable common symptom was shaking of the head. Both control guinea pigs 
remained clinically healthy throughout the entire period of the experiment, no histological changes were detected in 
them, nor the presence of the prion protein PrPSc in the central nervous system.

During pathological autopsy, in infected animals, in contrast to control animals, the matting of the coat and a 
weak expression of fat deposits under the skin and in the omentum were recorded. Alopecia and scratching of the 
skin were absent in all animals, as well as visible changes in visceral organs. When opening the skull of infected 
animals, three out of four had moderate hydrocephalus.

Neuropathological changes were detected in infected animals only in the tissues of the central nervous system 
in the form of vacuolization of neurons and neuropilia typical for prion encephalopathies. Vacuolization of tissues 
was detected symmetrically in the right and left parts of the brain. The lesions affected all parts of the brain, but 
with varying degrees of intensity, they were least pronounced in the brain stem and spinal cord. Vacuolization was 
most strongly detected in cerebellar tissues in both molecular and granular layers. The marked loss of granular cells 
and the loss of many Purkinje cells were characteristic.

Vacuolized neurons were usually enlarged in size and had a different shape. In many neurons, intra-neuronal 
vacuoles and inclusions can be seen. More rare are multi-chamber vacuoles. Immunohistochemical reaction in 
the tissues of infected guinea pigs revealed PrPSc in the form of fine molecular deposits without sharp boundaries 
to coarse large foci. Prion protein was detected in the granular and molecular layers of the cerebellum, as well as 
around Purkinje cells. Foci of PrPSc deposits were detected in the cerebellar, vestibular and ovular nuclei, as well as 
the reticular formation PrPSc accumulated in the cell bodies of neurons and neuropiles.
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Получены экстракты личинок и жука Ulomoides dermestoides с высокой антиоксидантной активностью: 1 
мг/мл белка экстракта личинок эквивалентен по антиоксидантной активности 1,36 мМ Тролокса. В экс-
тракте присутствуют пептиды тиоредоксиновой и глутатионовой окислительно-восстановительных си-
стем, супероксиддисмутаза, каталаза, белки теплового шока 70 kDa. Животные, получавшие в течение 1 
месяца с кормом 400 мкг/кг экстракта, показали лучшие когнитивные способности, чем контрольные.

Ключевые слова: экстракт, насекомое, антиоксидантная активность, когнитивные способности

Насекомые являются источником биологически активных веществ и перспективными объектами для 
разработки новых субстанций для фармацевтического применения [1].

В работе использовали водные экстракты из личинок и взрослых жуков Ulomoides dermestoides. Во-
дный экстракт из личинок анализировали впервые и сравнивали с водным экстрактом жука по показате-

лям каталазной и антиоксидантной активности (АОА). Каталазную активность измеряли по содержанию 
пероксида водорода с помощью молибдата аммония. АОА оценивали по тушению хемилюминесцен-
ции люминола. Результаты сравнивали с действием тролокса (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid, Swiss), измеряя в тех же условиях зависимость амплитуды хемилюминесценции от концен-
трации тролокса. 

Показатель АОА 1 мг/мл белка экстракта личинок был эквивалентен по антиоксидантной активности 
1,36 мМ Тролокса, а 1 мг/мл белка экстракта жука - 0,97 мМ Тролокса. Каталазная активность экстракта 
личинок и экстракта жуков составила соответственно 6,3 ± 1,1 мкмоль перекиси/мин мг белка и 24.1± 1,8 
мкмоль перекиси/мин мг белка. 

В экстракте присутствуют пептиды тиоредоксиновой и глутатионовой окислительно-восстановитель-
ных систем, супероксиддисмутаза, каталаза, белки теплового шока 60 и 70 kDa.

Известна роль антиоксидантов для защиты головного мозга при дисбалансе прооксидантной и анти-
оксидантной систем, вызывающем оксидативный стресс, который является важным фактором старения 
[2]. Актуальна разработка препаратов-антиоксидантов, тормозящих возрастные нарушения организма. В 
работе исследовали влияние экстракта личинок U. Dermestoides, характеризующихся высокой АОА, в ра-
ционе стареющих мышей C57BL (возраст при тестировании 19 месяцев из 24 возможных) на их когнитив-
ные способности. Животные получали в течение 1 месяца с кормом 400 мкг/кг экстракта, нанесенного на 
пищевой носитель, после чего провели поведенческий тест.

Использовали тест на распознавание объектов, основанный на естественной тенденции грызунов 
тратить больше времени на изучение незнакомого стимула, чем знакомого [3]. Процедура распознавания 
объектов основана на парадигме дискриминации. Фиксировали время, затраченное животными на обсле-
дование каждого предмета, а также сравнительную продолжительность обследований новых и старых 
предметов. Средняя длительность обследования нового предмета при каждом к нему приближении в экс-
периментальной группе была достоверно больше, чем в контрольной (тест Манна-Уитни: U = 11, P = 0,049). 
Общая длительность обследования новых предметов в экспериментальной группе также была достовер-
но больше, чем в контрольной (тест Манна-Уитни: U = 11, P = 0,049).

В работе показано, что экстракт личинок U. dermestoides обладает высокой АОА и при использовании 
в рационе в виде биологически активной добавки повышает когнитивные способности стареющих живот-
ных. 
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Extracts of larvae and beetle Ulomoides dermestoides with high antioxidant activity were obtained: 1 mg/ml of larval 
extract protein is equivalent in antioxidant activity to 1.36 mM Trolox. The extract contains peptides of thioredoxin 
and glutathione redox systems, superoxide dismutase, catalase, heat shock proteins 70 kDa. Animals that received 
400 micrograms/kg of extract for 1 month with food showed better cognitive abilities than the control ones.
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Insects are a source of biologically active substances and promising objects for the development of new 
substances for pharmaceutical use [1].

Water extracts from larvae and adult beetles Ulomoides dermestoides were used in the work. The aqueous 
extract from the larvae was analyzed for the first time and compared with the aqueous extract of the beetle in terms 
of catalase and antioxidant activity (AOA). Catalase activity was measured by the content of hydrogen peroxide 
using ammonium molybdate. AOA was evaluated by quenching the chemiluminescence of luminol. The results were 
compared with the action of trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid, Swiss), measuring 
the dependence of the chemiluminescence amplitude on the concentration of trolox under the same conditions.

It has been shown that licica extract has catalase activity, lower than beetle extract, but greater AOA. The 
catalase activity of larval extract and beetle extract was 6.3 ± 1.1 mmol peroxide/min mg protein and 24.1± 1.8 
mmol peroxide/min mg protein, respectively.

1 mg/ml of larval extract protein was equivalent in antioxidant activity to 1.36 mM Trolox, and 1 mg/ml of beetle 
extract protein was 0.97 mM Trolox.

The extract contains peptides of thioredoxin and glutathione redox systems, superoxide dismutase, catalase, 
heat shock proteins 70 kDa.

The role of antioxidants is known to protect the brain in the imbalance of the pro-oxidant and antioxidant 
systems, which causes oxidative stress, which is an important factor in aging [2]. The development of antioxidant 
drugs that inhibit age-related disorders of the body is relevant. The study investigated the effect of the extract of U. 
dermestoides larvae with high AOA in the diet of aging C57BL mice (age at testing 19 months out of 24 possible) 
and the common hamster Cricetus cricetus (age at testing 20 months out of 36-48 possible) on their cognitive 
abilities. The animals received 400 micrograms / kg of extract applied to a food carrier for 1 month with food, after 
which a behavioral test was performed.

We used an object recognition test based on the natural tendency of rodents to spend more time studying 
an unfamiliar stimulus than a familiar one [3]. The object recognition procedure is based on the discrimination 
paradigm. The time spent by the animals on the examination of each item was recorded, as well as the comparative 
duration of examinations of new and old items. The average duration of examination of a new subject at each 
approach to it in the experimental group was significantly longer than in the control group (Mann-Whitney test: U = 
11, P = 0.049). The total duration of examination of new subjects in the experimental group is significantly longer 
than in the control group (Mann-Whitney test: U = 11, P = 0.049).

The work shows that the extract of U. dermestoides larvae has a high AOA and, when used in the diet as a 
dietary supplement, increases the cognitive abilities of aging animals.
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Получены трансгенные линии картофеля, несущие кассету экспрессии для редактирования гена TAI, коди-
рующего один из ключевых ферментов метаболизма сахарозы в запасающих органах. 

Ключевые слова: вакуолярная инвертаза TAI; метаболизм сахарозы; Solanum tuberosum; CRISPR/Cas9; 
геномное редактирование.  

Кислая вакуолярная инвертаза TAI – один из ключевых ферментов метаболизма сахарозы в запасаю-
щих органах [1]. Цель исследования – функциональный анализ гена TAI (или Pain-1, NCBI gene ID HQ110080.1) 
путем внесения мутаций в последовательность гена с помощью направленного CRISPR/Cas9-редактиро-
вания генома картофеля [2]. Анализ с использованием программ CRISPRdirect [3] и CRISPR MultiTargeter 
[4] определил консервативный участок последовательности TAI, 5'-TGCTATTCTGCAGATCCTAATGG-3' (в по-
зиции 1462–1484 н., включая конец интрона I и начало экзона II), пригодный в качестве направляющей 
РНК [5]. Получена плазмидная конструкция на основе бинарного вектора pYLCRISPR/Cas9P35S-N (Addgene 
#66191) и челночного вектора pUC119-gRNA (Addgene #52255). Кассета gRNA для гена TAI поставлена под 
контроль промотора MtU6. Получен штамм агробактерии AGL0, несущий плазмиду pYLCRISPR-TAI-gRNA, 
и проведена трансформация стеблевых эксплантов картофеля сорта Мишка. Селекция регенерантов на 
среде с канамицином (50 мг/л) выявила 130 канамицин-устойчивых регенерантов. ПЦР-анализ геномной 
ДНК регенерантов на присутствие кассеты gRNA в геноме определил 40 независимых трансгенных линий. 
В настоящее время проводится амплификация, секвенирование и сравнение с контролем (нетрансгенное 
растение) участка гена TAI, содержащего целевую (для редактирования) область, с целью выявления воз-
можных мутаций. В случае обнаружения мутаций планируется морфологический и биохимический анализ 
полученных линий на предмет изменений в архитектуре растения и углеводном метаболизме.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ В СОЗДАНИИ СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ КУЛЬТУР  
В РАСТЕНИЕВОДСТВЕ С УЛУЧШЕННЫМИ ХОЗЯЙСТВЕННО-ЦЕННЫМИ ПРИЗНАКАМИ

Transgenic potato lines carrying an expression cassette for editing the TAI gene encoding one of the key enzymes 
of sucrose metabolism in storage organs were obtained.

Key words: vacuolar invertase TAI; sucrose metabolism; Solanum tuberosum; CRISPR/Cas9; genome editing.

Acid vacuolar invertase TAI is one of the key enzymes of sucrose metabolism in storage organs [1]. The aim 
of the study was a functional analysis of the TAI gene (syn. Pain-1, NCBI gene ID HQ110080.1) by introducing 
mutations into the gene sequence using targeted CRISPR/Cas9 editing of the potato genome [2]. Analysis 
with the CRISPRdirect [3] and CRISPR MultiTargeter [4] identified a conserved region of the TAI sequence, 
5'-TGCTATTCTGCAGATCCTAATGG-3' (at positions 1462–1484 nt, including the end of intron I and the beginning 
of exon II), suitable as a guide RNA [5]. A plasmid construct based on the binary vector pYLCRISPR/Cas9P35S-N 
(Addgene #66191) and the shuttle vector pUC119-gRNA (Addgene #52255) was obtained. The gRNA cassette for 
the TAI gene is under the control of the MtU6 promoter. A strain of the agrobacterium AGL0 carrying the plasmid 
pYLCRISPR-TAI-gRNA was obtained, and the transformation of stem explants of potato cv. Mishka was carried out. 
Selection of regenerants on a medium with kanamycin (50 mg/l) revealed 130 kanamycin-resistant regenerants. 
PCR analysis of genomic DNA of regenerants for the presence of the gRNA cassette in the genome identified 40 
independent transgenic lines. Amplification, sequencing and comparison with the control (non-transgenic plant) 
of the TAI gene region containing the target (for editing) site is currently underway in order to identify possible 
mutations. If mutations are detected, a morphological and biochemical analysis of the resulting lines is planned for 
changes in plant architecture and carbohydrate metabolism.
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В настоящее время существует необходимость поиска новых источников антиоксидантов для лечения 
нейродегенеративных заболеваний и заболеваний репродуктивной системы. В работе показано, что ми-
кроорганизмы озера Байкал могут синтезировать антиоксиданты.

Ключевые слова: антиоксиданты, озеро Байкал, оксифильные микроорганизмы

Экосистема озера Байкал характеризуется высоким процентом эндемичных организмов, низкой кон-
центрацией минеральных солей, низкой температурой воды и экстремально высокой степенью насыщен-
ности воды кислородом. В связи с этим мы предполагаем, что в озере Байкал присутствуют уникальные 
оксифильные микроорганизмы, которые синтезируют природные соединения с высокой антиоксидантной 
активностью, поскольку сталкиваются с условиями природной гипероксии. Высоковероятно, что данные 
микроорганизмы обладают выраженными механизмами защиты от окислительного стресса, в частности 
синтезируют природные соединения с антиоксидантной активностью.  Микроорганизмы озера Байкал мо-
гут выступить потенциальным источником новых молекул для создания лекарственных препаратов для 
заболеваний, вызванных окислительным стрессом [1].  

Целью данного исследования являлась оценка антиоксидантного потенциала оксифильных микроор-
ганизмов озера Байкал.

Для пробоотбора оксифильных микроорганизмов были организованы экспедиции к точкам пробоот-
бора - в районы западного побережья озера Байкал - в пос. Большое Голоустное и пос. Бугульдейка. В точ-
ках пробоотбора измерена концентрация кислорода в воде и выбраны зоны с наибольшей концентрацией 
для отбора образцов байкальской воды - 9,97 мг/мл, 10,78 мл/мл, 11,91 мг/мл, и 12,19 мг/мл. Выделенные 
штаммы оксифильных микроорганизмов культивировали в условиях повышенного содержания кислоро-
да в колбах и в условиях холодильной камеры. Далее микроорганизмы были идентифицированы по гену 
16S рРНК. Качественную оценку антиоксидантной активности проводили с помощью метода DPPH. Оцен-
ку состава природных соединений, синтезируемых микроорганизмами, проводили при помощи подходов 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, масс-спектрометрии высокого разрешения и использо-
вания базы данных Dictionary of Natural products (CRC-press. v.10.1 2019).

В ходе проведенных работ в настоящее время идентифицировано 9 штаммов микроорганизмов. 
Среди выделенных микроорганизмов, 2 штамма были идентифицированы как Pseudomonas sp., 4 
как Flavobacterium sp. и 3 как Janthinobacterium sp. Примечательно, что штаммы, относящиеся к родам 
Janthinobacterium и Pseudomonas были выделены из образцов воды, отобранных в пос. Б. Голоустное. При 
этом штаммы рода Flavobacterium были выделены из образцов воды, отобранных в пос. Бугульдейка.

В настоящее время проводятся работы по оценке воздействия кислорода на синтез антиоксидантов 
оксифильных микроорганизмов озера Байкал с применением современных подходов хроматографии и 
хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения. Нами был показан синтез антиоксидантов N-Acetyl-
4-hydroxybenzylamine (Mолекулярная масса - 165,0788 Да) (CAS № - 34185-04-1) и Arzanol (Молекулярная 
масса - 402,1681 Да) (CAS № - 32274-52-5).

Таким образом, показано, что кислород оказывает влияние на микроорганизмы озера Байкал, адапти-
рованные в природе к его высокому содержанию.
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Currently, there is a need to search for new sources of antioxidants for the treatment of neurodegenerative diseases 
and diseases of the reproductive system. The work shows that the microorganisms of Lake Baikal can synthesize 
antioxidants.

Key words: antioxidants, Lake Baikal, oxyphilic microorganisms

The ecosystem of Lake Baikal is characterized by a high percentage of endemic organisms, a low concentration 
of mineral salts, low water temperature and an extremely high degree of oxygen saturation of water. In this regard, 
we assume that unique oxyphilic microorganisms are present in Lake Baikal and synthesize natural compounds 
with high antioxidant activity, since they encounter conditions of natural hyperoxia. It is highly probable that these 
microorganisms have pronounced mechanisms of protection against oxidative stress, in particular, synthesize 
natural compounds with antioxidant activity. Microorganisms of Lake Baikal can act as a potential source of new 
molecules for the creation of drugs for diseases caused by oxidative stress [1].

The purpose of this study was to evaluate the antioxidant potential of oxyphilic microorganisms of Lake Baikal.
For sampling of oxyphilic microorganisms, expeditions were organized to sampling points - in the areas of the 

western coast of Lake Baikal - in the village Bolshoe Goloustnoe and the village Buguldeika. Oxygen concentration 
in water was measured at sampling points and the zones with the highest concentration for sampling Baikal 
water were selected - 9.97 mg/ml, 10.78 ml/ml, 11.91 mg/ml, and 12.19 mg/ml. The isolated strains of oxyphilic 
microorganisms were cultured under conditions of high oxygen content in flasks and in a refrigerating chamber. 
Next, the microorganisms were identified by the 16S rRNA gene. Qualitative assessment of antioxidant activity was 
carried out using the DPPH method. The composition of natural compounds synthesized by microorganisms was 
evaluated using approaches of high-performance liquid chromatography, high-resolution mass spectrometry and 
the use of the Dictionary of Natural Products database (CRC-press. v.10.1 2019).

In the course of the work, 9 strains of microorganisms were identified now. Among the isolated microorganisms, 
2 strains were identified as Pseudomonas sp., 4 as Flavobacterium sp. and 3 as Janthinobacterium sp. It is 
noteworthy that strains belonging to the genera Janthinobacterium and Pseudomonas were isolated from village of 
B. Goloustnoe. At the same time, strains of the genus Flavobacterium were isolated from water samples taken in 
the village Buguldeika.

Currently, work is underway to assess the effect of oxygen on the synthesis of antioxidants of oxyphilic 
microorganisms of Lake Baikal using modern approaches high-resolution chromatography-mass spectrometry. We 
have shown the synthesis of antioxidants N-Acetyl-4-hydroxybenzylamine (Molecular weight - 165,0788 Da) (CAS 
No. - 34185-04-1) and Arzanol (Molecular weight - 402,1681 Da) (CAS No. - 32274-52-5).

Thus, it is shown that oxygen has an effect on the microorganisms of Lake Baikal, adapted in nature to its high 
content.
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КОММУНИКАЦИИ» МЕЖДУНАРОДНОЙ АКАДЕМИИ СВЯЗИ В 
РАЗРАБОТКЕ КВАНТОНОМИЧЕСКИХ ПРИЛОЖЕНИЙ С ПРИМЕНЕНИЕМ 
ИМПОРТОЗАМЕЩАЮЩИХ ТЕХНОЛОГИЙ КОМПЬЮТЕРНОЙ СТЕГАНОГРАФИИ 
ДЛЯ АНАЛИЗА ЭКОНОМИЧЕСКИХ АСПЕКТОВ БИОЛОГИЧЕСКОЙ 
ТРАНСФОРМАЦИИ ЗАГРЯЗНЕНИЙ В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ И 
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Представлены разработки рабочих групп «Квантовые технологии» и «Квантовые коммуникации» Меж-
дународной академии связи в разработке квантономических приложений для анализа экономических 
аспектов биологической трансформации загрязнений в окружающей среде и экологического мониторин-
га промышленных объектов. Особое внимание уделено применению импортозамещающих разработок на 
основе инновационных технологий компьютерной стеганографии, защищенных патентом на изобретение.

Ключевые слова: биоэкономика, квантовые технологии, квантовые коммуникации, Международная 
академия связи, компьютерная стеганография, экономика, биологическая трансформация загрязнений, 
окружающая среда, экологический мониторинг, промышленные объекты.

В первой половине 2020 года в Международной академии связи были созданы две рабочие группы 
по квантономической тематике «Квантовые технологии» и «Квантовые коммуникации», руководителем 
которых был назначен Раткин Л.С., ученый секретарь Совета ветеранов Российской академии наук (РАН). 
В течение двух лет (с 2020 года по 2022 год) проводился цикл научно-исследовательских работ в сфере 
квантономики и стеганографии [1]. Для анализа экономических аспектов биологической трансформации 
в окружающей среде и экологического мониторинга промышленных объектов в 2022 году рабочими груп-
пами «Квантовые технологии» и «Квантовые коммуникации» Международной академии связи были раз-
работаны квантономические приложения с использованием инновационных технологий компьютерной 
стеганографии. Квантономические приложения позволяют проводить анализ финансово-экономических 
и промышленно-технологических характеристик инвестиционных и инновационных проектов и программ, 
сопоставляя их с данными из открытых информационных источников [2]. В квантономические приложе-
ния вносится информация, в частности, об отечественном и иностранном оборудовании, установленном 
на промышленном объекте, на котором проводится экологический мониторинг, российских и зарубежных 
приборах контроля биологической трансформации загрязнений окружающей среды, программном обе-
спечении и информационных системах для обработки данных. Среди ключевых параметров оценки эко-
номических объектов трансформации загрязнений в окружающей среде и экологического мониторинга 
промышленных объектов особо необходимо отметить объем заемных и собственных средств инвестици-
онных и инновационных проектов (например, для закупки приборов контроля биологической трансфор-
мации загрязнений окружающей среды) с разбивкой по годам, период времени от начала инвестирования 
до начала опытного и серийного производства, срок окупаемости проекта (в частности, по модернизации 
системы экологического мониторинга). В квантономических приложениях проводится накопление дан-
ных по динамике изменения экологических показателей промышленных объектов по отраслевому и тер-
риториальному принципам. По ряду реализованных отраслевых и территориальных инвестиционных и 
инновационных проектов получены данные, используемые для построения прогнозов финансово-эконо-
мического развития регионов [3]. Инновационная технология компьютерной стеганографии, использован-
ная в разработке, защищена патентом на изобретение в РФ и за рубежом [4]. Согласно данным ФИПС Ро-
спатента, аналогами изобретения является продукция «Sun Microsystems» и «Microsoft Corporation» (США), 
полученный патент является седьмым патентом на изобретение в мире в сфере компьютерной стегано-
графии, применяемой для анализа экономических загрязнений в окружающей среде и экологического 
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мониторинга промышленных объектов.
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The developments of the working groups «Quantum Technologies» and «Quantum Communications» of the 
International Academy of Communications in the development of quantum applications for the analysis of 
economic aspects of biological transformation of pollution in the environment and ecological monitoring of 
industrial facilities are presented. Special attention is paid to the use of import-substituting developments based 
on innovative computer steganography technologies protected by a patent for an invention.
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In the first half of 2020, two working groups «Quantum technologies» and «Quantum Communications» were 
created at the International Academy of Communications, headed by Leonid Rathkeen, Scientific Secretary of the 
Council of Veterans of the Russian Academy of Sciences (RAS). For two years (from 2020 to 2022), a cycle of 
research works in the field of quantonomics and steganography was carried out [1]. To analyze the economic 
aspects of biological transformation in the environment and environmental monitoring of industrial facilities in 
2022, the working groups «Quantum Technologies» and «Quantum Communications» of the International Academy 
of Communications developed quantum applications using innovative computer steganography technologies. 
Quantum applications allow analyzing financial, economic, industrial and technological characteristics of 
investment and innovative projects and programs, comparing them with data from open information sources 
[2]. Information is entered into the quantum applications, in particular, about domestic and foreign equipment 
installed at an industrial facility where environmental monitoring is carried out, Russian and foreign devices for 
monitoring the biological transformation of environmental pollution, software and information systems for data 
processing. Among the key parameters for assessing economic objects of environmental pollution transformation 

and ecological monitoring of industrial facilities, it is particularly necessary to note the volume of borrowed and own 
funds of investment and innovation projects (for example, for the purchase of biological pollution transformation 
control devices) broken down by years, the time period from the beginning of investment to the beginning of pilot 
and serial production, payback period the project (in particular, the modernization of the environmental monitoring 
system). In quantonomical applications, data are accumulated on the dynamics of changes in environmental 
indicators of industrial facilities according to industry and territorial principles. For a number of implemented 
sectoral and territorial investment and innovation projects, data were obtained that are used to build forecasts of 
financial and economic development of regions [3]. The innovative technology of computer steganography used 
in the development is protected by a patent for the invention in the Russian Federation and abroad [4]. According 
to Rospatent's FIPS report, the analogues of the invention are the products of «Sun Microsystems» and «Microsoft 
Corporation» (USA), the patent obtained is the seventh patent for an invention in the world in the field of computer 
steganography used for the analysis of economic pollution in the environment and environmental monitoring of 
industrial facilities.
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