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HIF (Hypoxia inducible factor) пролилгидроксилаза – один из основных ферментов, 

запускающих генетическую программу выживания клетки в условиях недостатка кислорода. 

Фермент существует в трех изоферментов, субстратная специфичность которых достаточно 

сильно различается по профилю гидроксилируемых субстратов, за исключением собственно 

HIF, который является общим субстратом для всех трех изоферментов. Ингибиторы фермента 

разрабатываются многими компаниями, и некоторые из них (роксадустат (roxadustat) и 

вададустат (vadadustat)) успешно прошли клинические испытания для лечения анемии, 

вызванной почечной недостаточностью. Однако химическая структура последних довольно 

проста и имитирует субстрат фермента – альфа-кетоглутарат (aKG), поэтому эти ингибиторы 

действуют в определенной степени и на другие aKG-зависимые ферменты - такие как jumonji 

гистондеметилазы и цитозин деметилазы - TET ферменты, и на HIF аспарагингидроксилазу. 

Нами разработан новый препарат из группы оксихинолинов с разветвленной цепью в 

7-положении – нейроадапт (neuradapt), который в несколько раз превосходит по своей 

эффективности первый препарат из этой серии – адаптахин (adaptaquin), - и более, чем на 

порядок превосходит роксaдустат и вададустат. Сравнение нового препарата с роксадустатом 

методом микротранскриптомного анализа показывает не только его более высокую (в 50 раз) 

эффективность, но и более высокую специфичность к ферменту. В 2020 г. появился интерес к 

ингибиторам HIF пролилгидроксилазы для лечения гипоксии, вызванной COVID-19. 

Использование ингибиторов фермента для этой цели исключительно заманчиво, но анализ 

мишеней HIF указывает на увеличение экспрессии катепсинов L/B, фурина, и многих 

воспалительных триггеров/медиаторов, что говорит о необходимости осторожного применения 

ингибиторов фермента на стадии инфицирования организма вирусом. Однако нет никаких 

сомнений в пользе применения ингибиторов фермента для преодоления последствий гипоксии 

на стадии пост-инфекции. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (грант № 20-04-00943a). 
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Ферменты находят все более широкое применение в процессах тонкого органического 

синтеза (в первую очередь хиральных соединений), в аналитической биотехнологии и 

медицинской диагностике. Для каждого процесса и метода анализа существуют определенные 

оптимальные условия, которые могут очень сильно отличаться друг от друга. Поэтому на 

практике необходимо использовать фермент с определенными свойствами, удовлетворяющими 

конкретному случаю. Можно выделить три основных подхода для создания биокатализатора с 

нужными свойствами: 

1) белковая инженерия известных ферментов. Однако в этом случае часто требуется 

значительная доработка биокатализатора и часто такие эксперименты требуют очень большого 

объема работ без 100% гарантии успеха. 

2) поиск определенных ферментов в отсеквенированных геномах и биоинформационный 

анализ их структуры для выбора наиболее оптимального. Однако и такие отобранные ферменты 

также нуждаются в направленном изменении свойств. 

3) создание новых, не имеющих аналогов в природе биокатализаторов, состоящих сразу 

из двух сопряженных ферментов. 

В нашей лаборатории проводятся систематические исследования ряда практически 

важных ферментов, включая формиатдегидрогеназу (ФДГ) и оксидазу D-аминокислот (DAAO). 

В докладе будут представлены результат работы по получению новых ФДГ и DAAO из разных 

иcточников, их структурному исследованию и направленному изменению их свойств – 

каталитической активности и специфичности, температурной и химической стабильности. 

Были созданы рекомбинантные штаммы E.coli – суперпродуценты целевых ферментов, 

проведены эксперименты по кристаллизации и решены 10 структур как апо-, так и холо-форм 

ферментов. Полученные ферменты превосходят мировые аналоги. В результате были получены 

биокатализаторы, способные эффективно работать как в проточном, так и периодическом 

режимах, а также определять формиат-ион, NAD+ и различные D-аминокислоты в 

биологических образцах. 

В рамках третьего подхода нами были получены химерные биокатализаторы 

включающие ФДГ. В качестве второго фермента в такой химере были использованы цитохром 

P450 оксидаза из Bacillus megaterium (P450ВМ3), катализирующая гидроксилирование, и 

фенилацетонмонооксигеназу из Thermobifida fusca, осуществляющая окисление органических 

соединений по реакции Байера-Виллигера. Решение о порядке ферентов в составе химеры были 

приняты на основе результатов моделирования структур таких слитых белков. Было показано, 

что такие химерные биокатализаторы были в 3-10 раз более эффективны, чем просто смесь этих 

ферментов. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (гранты № 17-04-01487а, 18-34-00594_мол_а, 18-34-20098_мол_вед, 19-34-70036 

и 20-04-00915a) и Российского научного фонда (проект 18-74-00146). 
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Активация антиоксидантной генетической программы, триггером которой является 

транскрипционный фактор Nrf2, позволяет предотвратить или ослабить повреждения, 

вызванные окислительным стрессом (инсульт, инфаркт, отравление, вирусная инфекция). 

Основной механизм запуска этой программы заключается в стабилизации транскрипционного 

фактора Nrf2, который в отсутствие стресса удерживается белком Кеар1 в составе 

убиквитинлигазного комплекса, а затем убиквитинированный белок Nrf2 подвергается 

протеасомной деградации. Существует две принципиальных возможности стабилизировать 

Nrf2 – за счет химической модификации сульфгидрильных групп остатков цистеина Кеар1, 

либо за счет конкурентного вытеснения Nrf2 из комплекса с Кеар1. В первом случае 

химическая модификация необратима и вызывается известными биологически активными 

соединениями неспецифичными алкилирующими агентами типа куркумина, сульфорафана 

(брокколи), кверцетина, и недавно разрешенным к применению для лечения рассеянного 

склероза диметилфумаратом. Именно неспецифичность алкилирования, которое само по себе 

представляет окислительный стресс, не позволяет использовать данные препараты для лечения 

уже имеющихся окислительных повреждений. Активаторы вытеснения работают в 

конкурентном и обратимом режиме, и их эффективность невысока, поскольку содержание 

Кеар1 в клетках находится на микромолярном уровне. Подходом, который позволяет решить 

данную проблему, является комбинирование алкилирующей активности и направленного 

вытесняющего действия в одной молекуле. Нами разработаны 2 типа активаторов 

направленного действия – на основе введения в структуру химического активатора вытеснения 

дополнительного алкилирующего мотива и на основе Nrf2 пептида, несущего на С-конце 

алкилирующий агент. В обоих случаях удается значительно повысить эффективность действия 

направленных активаторов Nrf2 и уменьшить токсичность по сравнению с имеющимися 

неспецифическими алкилирующими активаторами. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского Научного Фонда (проект 20-

15-00207). 
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Формиатдегидрогеназы (КФ 1.2.1.2, ФДГ) играют важную роль в снабжении клеткой 

энергии при росте микроорганизмов на метаноле, а также в патогенах и растениях при 

стрессовых воздействиях. На практике фермент широко используется в процессах синтеза 

хиральных соединений с помощью оксидоредуктаз (например, получение трет-L-лейцина для 

производства пептидых антибиотиков) В нашей лаборатории проводятся систематические 

исследования ФДГ из разных источников. Были клонированы клонированы и исследованы ФДГ 

из метанол-утилизирующих бактерий Pseudomonas sp.101, Mycobacterium vaccae N10, Moraxella 

sp.C1, патогена Staphylococcus aureus, дрожжей Candida boidinii, растений Arabidopsis thaliana и 

сои Glycine max. Также недавно нами были клонированы и экспрессированы в клетках E.coli 

гены ФДГ из термотолерантных дрожжей Ogataea parapolymorpha (ОраФДГ) и мха 

Physcomitrella patens (PpaФДГ). Метилотрофные дрожжи O.parapolymorpha используются в 

промышленности как «фабрика» рекомбинантных ферментов.  

Исследование свойств ОраФДГ показало, что этот фермент имеет самую высокую 

термостабильность среди эукариотических ФДГ и одни из самых низких значений КМ как по 

NAD+, так и по формиату. После поиска условий кристаллизации был решена структура апо-

ОраФДГ. Методом рационального дизайна были получены мутанты с более температурной и 

химической стабильностью. Для многоточечного мутанта удалось получить кристаллы и 

решить структуру холо-ОраФДГ. Фермент бы успешно использован для разработки метода 

определения микроколичеств NAD+ в биологических образцах [1]. 

РраФДГ была первой формиадегдирогеназой, клонированной из низших растений и 

было показано, что у него один из самых длинных сигнальных пептидов, необходимых для 

транспорта фермента в митохондрии. Впервые в мире удалось проэкспрессировать про-РраФДГ 

в E.coli в активной форме. Последовательность, кодирующая сигнальный пептид, была удалена 

из гена ppafdh. “Maturated” РраФДГ была закристаллизована и были решены структуры апо- и 

холо-форм фермента. Методом направленного мутагенеза получен фермент с более высокой 

термостабильностью. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (грант № 18-34-20098_мол_вед). 
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Staphylococcus aureus является одним из наиболее опасных патогенов. Особую 

опасность этот патоген представляет при росте в виде биопленок. В это форме S. aureus 

проявляют исключительно высокую устойчивость против известных широко применяемых 

антибактериальных агентов. Такая высокая устойчивость обусловлена тем, что при переходе в 

форму биопленок в клетке происходит изменение метаболизма и в ней отсутствуют 

традиционные мишени для антибактериальных препаратов. В связи с этим для борьбы с 

биопленками стафилококков в медицинском оборудовании используются растворы, в состав 

которых входят окислители и детергенты.  

Совершенно очевидно, что для разработки препаратов именно против биопленок 

стафилококков необходимо искать новые мишени, которыми могут быть белки(ферменты), 

играющие ключевую роль в метаболизме биопленок. Данные протеомного анализа 

стафилококков в виде биопленок позволил предположить в качестве новой мишени NAD+-

зависимую формиатдегидрогеназу (SauFDH). В рамках предыдущих проектов нами был 

клонирован ген этого фермента и создана система суперэкспрессии рекомбинантной SauFDH в 

клетках E.coli. Также были получены кристаллы и определена структура апо- и холо- форм 

фермента. В рамках текущего проекта нами проведено систематическое сравнение 

аминокислотных последовательностей формиатдегидрогеназ из разных источников. Результаты 

анализа показала, что SauFDH имеет гомологию с бактериальными ФДГ около 40%, в то время 

как между остальными формиатдегидрогеназами бактерий гомология равна 75-95%. 

Полученные данные свидетельствует, что возможно получение высокоэффективного 

ингибитора SauFDH, который не будет проявлять высокого сродство к другим ФДГ, т.е. такой 

ингибитор будет высоко специфичным. Также было проведено сравнению трехмерных 

структур апо- и холо- форм ФДГ из бактерий, дрожжей, микроскопических грибов и растений 

(более 26 структур). Результаты наложения структур с таковыми для SauFDH  свидетельствуют, 

что, несмотря на идентичное положение ряда каталитических остатков, кофермент- и формиат-

связывающие домены имеют заметные различия. Нами был проведен направленный мутагенез 

трех аминокислотных остатков в участке Gly(Ala)XGlyXXGly, который является “fingerprint 

sequence” для кофермент-связывающего домена дегидрогеназ. Полученные данные 

свидетельствуют, что отличия в остатка Х в этой последовательности у SauFDH играет важную 

роль в активности и стабильности фермента. Одна из замен привела к улучшению констант 

Михаэлиса как по NAD+, так и по формиату. 

Работа выполнена при частичной поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований (грант № 20-04-00915a). 
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