
ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ НАУЧНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ

 «НАУЧНО – ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ИНСТИТУТ БИОМЕДИЦИНСКОЙ ХИМИИ 

ИМЕНИ В.Н. ОРЕХОВИЧА (ИБМХ)»

На правах рукописи

ШИШПАРЁНОК АНАСТАСИЯ НИКОЛАЕВНА

ИММОБИЛИЗАЦИЯ L-АСПАРАГИНАЗ НА БАКТЕРИАЛЬНУЮ ЦЕЛЛЮЛОЗУ ДЛЯ 

ПОВЫШЕНИЯ ИХ СТАБИЛЬНОСТИ И ПРОЛОНГИРОВАНИЯ ДЕЙСТВИЯ 

1.5.4. – Биохимия 

Диссертация на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

Научный руководитель: 

Доктор биологических наук, доцент 

Жданов Дмитрий Дмитриевич

Москва – 2026



2

ОГЛАВЛЕНИЕ
ОГЛАВЛЕНИЕ.................................................................................................................. 2

ВВЕДЕНИЕ........................................................................................................................ 5

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ.................................................................................11

1.1. Классификация L-аспарагиназ............................................................................11

1.2. Продуценты L-аспарагиназ..................................................................................13

1.3. Структура L-аспарагиназ.....................................................................................14

1.4. Механизм каталитического действия L-аспарагиназ........................................20

1.5. Механизмы противоопухолевого действия L-аспарагиназ..............................22

1.6. Клиническое применение L-аспарагиназ...........................................................25

1.7. Чувствительность опухолей к L-аспарагиназам................................................29

1.8. Конъюгаты L-аспарагиназ...................................................................................37

1.9. Бактериальная целлюлоза: структура, продуценты и свойства.......................43

1.10. Бактериальная целлюлоза как носитель для терапевтических агентов...........48

1.11. Методы модификации бактериальной целлюлозы............................................55

1.12. Методы иммобилизации белков на бактериальную целлюлозу......................61

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.........................................................................65

2.1. Получение инокулята штамма-продуцента бактериальной целлюлозы.............65

2.2. Получение плёнок бактериальной целлюлозы......................................................65

2.3. Оценка толщины плёнок бактериальной целлюлозы...........................................66

2.4. Лиофильное высушивание плёнок бактериальной целлюлозы...........................66

2.5.  Оценка  содержания  воды  и  адсорбционной  ёмкости  для  нативных  и 

модифицированных плёнок бактериальной целлюлозы.............................................67

2.6.  Иммобилизация  L-аспарагиназы  Erwinia  carotovora на  нативные  плёнки 

бактериальной целлюлозы..............................................................................................67

2.7. Получение композита бактериальной целлюлозы и хитозана.............................68

2.8. Окисление плёнок бактериальной целлюлозы с помощью TEMПO...................69

2.9. Окисление плёнок бактериальной целлюлозы с помощью NaIO4.......................70

2.10.  Инфракрасная  спектроскопия  нативных  и  модифицированных  плёнок 

бактериальной целлюлозы..............................................................................................71

2.11. Оценка морфологии нативных и модифицированных плёнок бактериальной 

целлюлозы........................................................................................................................ 71



3

2.12. Определение ферментативной активности L-аспарагиназы Erwinia carotovora 

и подбор оптимального реакционного буфера.............................................................71

2.13.  Определение  активности  L-аспарагиназы  Erwinia  carotovora, 

иммобилизованной на нативные плёнки бактериальной целлюлозы, выращенные в 

течение различного времени.......................................................................................... 72

2.14.  Оценка  скорости  высвобождения  L-аспарагиназы  Erwinia  carotovora из 

плёнок бактериальной целлюлозы и бактериальной целлюлозы, модифицированной 

хитозаном.........................................................................................................................73

2.15.  Кинетические  модели  высвобождения  L-аспарагиназы  из  плёнок 

бактериальной  целлюлозы  и  бактериальной  целлюлозы,  модифицированной 

хитозаном.........................................................................................................................74

2.16.  Определение  влияния  денатурирующих  факторов  на  стабильность  L-

аспарагиназ,  иммобилизованных  на  плёнках  окисленной  бактериальной 

целлюлозы........................................................................................................................ 76

2.17.  Тест  на  возможность  повторного  использования  L-аспарагиназы  Erwinia 

carotovora, иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы.78

2.18.  Определение  кинетических  параметров  реакции  L-аспарагиназы  Erwinia 

carotovora,  иммобилизованной  на  нативные  и  модифицированные  плёнки 

бактериальной целлюлозы..............................................................................................78

2.19. Определение цитотоксической активности L-аспарагиназ................................79

2.20. Статистическая обработка результатов................................................................80

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ........................................................81

3.1. Влияние времени культивирования продуцента бактериальной целлюлозы на 

толщину плёнок...............................................................................................................81

3.2. Влияние времени культивирования продуцента бактериальной целлюлозы на 

эффективность адсорбции L-аспарагиназы Erwinia carotovora..................................83

3.3. Параметры плёнок бактериальной целлюлозы......................................................84

3.4. Исследование морфологии плёнок бактериальной целлюлозы...........................85

3.5.  Инфракрасная  спектроскопия  нативных  и  модифицированных  плёнок 

бактериальной целлюлозы с иммобилизованной L-аспарагиназой...........................88

3.6.  Ферментативная  активность  L-аспарагиназы  Erwinia  carotovora, 

иммобилизованной на нативных плёнках бактериальной целлюлозы......................91



4

3.7.  Подбор  оптимальных  условий  для  получения  композита  бактериальной 

целлюлозы и хитозана.....................................................................................................93

3.8.  Высвобождение  L-аспарагиназы  Erwinia  carotovora из  нативных  плёнок 

бактериальной  целлюлозы  и  бактериальной  целлюлозы,  модифицированной 

хитозаном.........................................................................................................................96

3.9. Влияние иммобилизации на кинетические параметры реакции, катализируемой 

L-аспарагиназой Erwinia carotovora..............................................................................98

3.10.  Влияние  денатурирующих  факторов  на  стабильность  L-аспарагиназ, 

иммобилизованных на плёнках окисленной бактериальной целлюлозы................100

3.10.1. Влияние температуры на активность  L-аспарагиназ, иммобилизованных на 

плёнки окисленной бактериальной целлюлозы..........................................................101

3.10.2.  Влияние  pH на  активность  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora, 

иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы...................106

3.10.3.  Влияние  ионов  металлов на  ферментативную активность  L-аспарагиназы 

Erwinia carotovora,  иммобилизованной  на  плёнки  окисленной  бактериальной 

целлюлозы...................................................................................................................... 108

3.10.4.  Влияние  мочевины  на  активность  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora, 

иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы...................109

3.10.5.  Влияние  трипсина  на  активность  L-аспарагиназ,  иммобилизованных  на 

плёнки окисленной бактериальной целлюлозы..........................................................111

3.10.6. Возможность повторного использования L-аспарагиназы Erwinia carotovora 

иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы...................114

3.11.  Цитотоксическое  действие  иммобилизованных  L-аспарагиназ  на  клетки 

опухолей.........................................................................................................................115

ЗАКЛЮЧЕНИЕ..............................................................................................................126

ВЫВОДЫ.......................................................................................................................127

БЛАГОДАРНОСТИ.......................................................................................................128

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ...........................................................................................129

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ............................................................................................. 133



5

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы исследования

L-аспарагиназа (L-АСНаза) или L-аспарагин аминогидролаза – это фермент, 

относящийся к классу гидролаз (КФ 3.5.1.1),  который катализирует гидролиз  L-

аспарагина  с  образованием аспарагиновой кислоты и  аммиака  [1].  В  настоящее 

время L-АСНаза используется для лечения острых лимфобластных, миелобластных 

и миеломонобластных лейкозов, а также лимфосарком и лимфогрануломатоза [2]. 

Механизм терапевтического  действия  L-АСНазы основан на  истощении запасов 

критически  важной  для  некоторых  опухолей  аминокислоты  L-аспарагина.  В 

нормальных  клетках  уровень  L-аспарагина,  необходимый  для  клеточного 

метаболизма и деления, поддерживается ферментом аспарагинсинтетазой (АСНС) 

[3]. Однако в лейкозных и некоторых других опухолевых клетках уровень синтеза 

АСНС значительно снижен [4], поэтому данные клетки зависят от поступления L-

аспарагина из внеклеточного пространства. Истощение L-аспарагина L-АСНазой в 

сыворотке крови приводит к нарушению метаболизма, недостаточному белковому 

синтезу и, в конечном итоге, к гибели опухолевых клеток по пути апоптоза [5]. 

L-АСНазы,  которые  на  данный  момент  используются  в  клинике,  –  это 

ферменты,  полученные  из  Esherichia coli (E.  coli,  как  свободная,  так  и  её 

пэгилированная  формы)  и  из  Dickeya dadantii (ранее  известная  как  Erwinia 

chrysanthemi, далее в тексте обозначена как  E.  chrysanthemi ввиду общепринятого 

упоминания  этого  видового  названия  в  большинстве  публикаций)  [6]. 

Терапевтическая эффективность наиболее часто используемого фермента из E. coli 

снижена  из-за  относительно  высокой  гидролитической  активности  L-глутамина, 

основной  аминокислоты,  участвующей  в  метаболизме  аммиака.  Высокая 

глутаминазная активность данного фермента приводит к развитию ряда побочных 

эффектов  [7].  Фермент  из  E.  chrysanthemi и  гомологичный  фермент  из 

Pectobacterium carotovorum (ранее известная как Erwinia carotovora, поэтому далее 

в  тексте обозначена  как  E.  carotovora ввиду  общепринятого  упоминания  этого 

видового  названия  в  публикациях)  создавались  как  препараты  второго  ряда 

терапии при возникновении гиперчувствительности к L-АСНазе из E. coli. В то же 

время L-АСНаза E. chrysanthemi обладает меньшей токсичностью и, как следствие, 

меньшим числом побочных эффектов,  однако  менее  стабильна  по  сравнению с 
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ферментом  E.  coli [8].  Следует  отметить,  что  L-АСНазы  в  нативной  форме 

обладают низкой стабильностью, высокой иммуногенностью и коротким временем 

полужизни за счёт расщепления протеазами крови [9].

L-АСНазы обладают токсическим действием также в отношении некоторых 

солидных опухолей. Однако, низкая стабильность  L-АСНаз  in vivo, ограничивает 

применение данных ферментов для терапии солидных опухолей.  

Вышеперечисленные  недостатки,  связанные  с  использованием  свободной 

формы фермента, можно преодолеть путём иммобилизации L-АСНаз на различные 

носители. Иммобилизация способна минимизировать побочные эффекты фермента, 

такие  как  иммуногенность  и  токсичность  и  повысить  стабильность.  Первая 

стратегия  иммобилизации  основана  на  заключении  фермента  внутри  защитной 

структуры  или  инкапсуляции  в  липосомы,  эритроциты  или  микрокапсулы.  Это 

позволяет снизить токсичность, продлить период полужизни in vivo, обеспечивает 

целевую  доставку  и  контролируемое  высвобождение  фермента  и  не  изменяет 

химическую структуру фермента [10]. 

Вторая стратегия включает модификацию структуры фермента,  такую как 

ковалентное  связывание  (конъюгация),  адсорбция  на  носителе  и  поперечная 

сшивка  фермента  [11].  Химическая  модификация  остатков  изменяет 

гидрофобность  и  поверхностный  заряд  фермента,  с  одной  стороны  приводя  к 

снижению  активности  фермента,  с  другой  стороны  –  увеличению  периода 

полужизни L-АСНаз и замедлению их выведения из организма. 

Бактериальную целлюлозу (БЦ) можно использовать в качестве носителя для 

иммобилизации  ферментов  благодаря  её  биосовместимости,  нетоксичности  и 

высокой чистоте [12]. БЦ обладает потенциалом в качестве носителя для доставки 

лекарств и локального высвобождения в месте применения [13]. Так как нативные 

плёнки  БЦ  не  обладают  физико-химическими  характеристиками, 

способствующими  длительному  высвобождению  лекарств,  актуальной  является 

разработка  её  модификаций  для  иммобилизации  L-АСНазы.  Наряду  с  этим, 

включение  функциональных  групп  в  БЦ  позволяет  ковалентно  иммобилизовать 

фермент  для  увеличения  его  стабильности  и  продолжительности  действия. 

Использование  БЦ  для  локализованной  доставки  L-АСНазы  может  быть 
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перспективной  стратегией  для  противоопухолевой  терапии,  обеспечивая 

длительное локальное воздействие фермента на опухолевые клетки. 

Степень разработанности темы

На сегодняшний день эффективной стратегией для иммобилизации L-АСНаз 

является  конъюгация  с  полиэтиленгликолем  (ПЭГ)  [14].  Однако  конъюгаты  L-

АСНаз часто вызывают реакции гиперчувствительности [8] и не обладают высокой 

цитотоксической активностью в отношении солидных опухолей  [15].  В качестве 

перспективных  носителей  для  иммобилизации  противоопухолевых  препаратов 

значительное внимание исследователей привлекают биополимеры, в частности, БЦ 

[16]. БЦ уже используется для иммобилизации различных биологически активных 

веществ  для  обработки  ран  и  ожогов  [17].  На  основе  нативной  БЦ  были 

разработаны трансдермальные таргетные системы для доставки антител к CTLA-4 

[13] и  антител  к  131I-αPD-L1  [18] в  опухолевые  клетки  меланомы. 

Модифицированные  формы  БЦ  разработаны  для  таргетных  систем  доставки 

доксорубицина  в  перитонеально  диссеминированные  опухоли  [19], а  также  в 

опухоли  молочной  железы  [20,21]. Однако  в  работах  не  рассматривалась 

возможность  применения  БЦ  для  иммобилизации  ферментов,  обладающих 

противоопухолевым  действием.  В  то  же  время  в  исследованиях,  посвященных 

использованию БЦ в качестве носителя для различных промышленных ферментов 

(липаз,  лакказ,  пероксидаз  и  др.),  выявлено  увеличение  их  стабильности  после 

иммобилизации  на  БЦ  [22–24].  В  связи  с  этим  нами  предложена  разработка 

различных модификаций БЦ для иммобилизации L-АСНаз с целью увеличения их 

стабильности и продолжительности действия на клетки опухолей. 

Целью  данной  работы  является  увеличение  стабильности  и 

пролонгирование цитотоксического действия  L-АСНаз путём  иммобилизации на 

плёнки БЦ.
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Задачи:

1. Иммобилизовать L-АСНазу на нативные плёнки БЦ различного времени 

выращивания,  определить  ферментативную  активность  и  продолжительность 

высвобождения иммобилизованного фермента.

2. Разработать и охарактеризовать модификации плёнок БЦ для увеличения 

времени высвобождения L-АСНаз.

3. Разработать модификации плёнок БЦ для увеличения стабильности  L-

АСНаз  и  оценить  влияние  денатурирующих  факторов  на  активность 

иммобилизованного фермента.

4. Определить  цитотоксическую активность  иммобилизованных  L-АСНаз 

на клетках линий солидных опухолей.

Научная новизна

В работе впервые предложен новый носитель для  L-АСНаз –  плёнки БЦ. 

Оптимизирован подход  для  выращивания  плёнок БЦ,  со  стандартизированными 

параметрами,  пригодными для иммобилизации фермента.  Разработаны методики 

модификации  плёнок  БЦ,  позволяющие  иммобилизовать  L-АСНазы  для 

увеличения их стабильности и продолжительности действия.  Результаты данной 

работы позволяют использовать L-АСНазу для развития методов энзимотерапии, а 

именно,  для  индукции  цитотоксичности  в  опухолевых  клетках,  изначально  не 

чувствительных к действию этого фермента.

Теоретическая и практическая значимость работы

В работе представлены подходы по улучшению фармакологических свойств 

терапевтических  L-АСНаз  за  счёт  иммобилизации  на  плёнках  БЦ.  Разработаны 

модификации  плёнок,  способные  увеличить  продолжительность  действия  и 

стабильность фермента к денатурирующим факторам. 

Полученные модификации плёнок БЦ с иммобилизованным ферментом  L-

АСНазой  могут  использоваться  для  индукции  гибели  малочувствительных  к 

действию фермента опухолевых клеток. Разработанные модификации плёнок БЦ и 

способы иммобилизации L-АСНаз применимы для увеличения продолжительности 
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действия  и  стабилизации  других  терапевтически  значимых  белков. 

Представленные  в  работе  подходы  могут  использоваться  для  выяснения 

физиологического  действия  L-АСНаз  на  малочувствительные  клетки  и 

увеличивают возможности применения данных ферментов в медицине.

Методология и методы исследования

Разработана  методология  получения  нативных,  модифицированных 

хитозаном  и  окисленных  плёнок  БЦ.  Предложены  подходы  для  физической 

адсорбции  и  ковалентной  иммобилизации  L-АСНаз  на  плёнках.  Для  анализа 

структуры  и  исследования  физико-химических  свойств  полученных  плёнок  БЦ 

использованы  методы  ИК-спектроскопии  и  сканирующей  электронной 

микроскопии.  Методы  исследования  ферментативной  активности  L-АСНаз 

использованы  для  определения  продолжительности  действия,  профиля 

высвобождения,  а  также  устойчивости  фермента  к  денатурирующим  факторам. 

Применены методики работы с линиями эукариотических клеток для определения 

цитотоксической активности иммобилизованных L-АСНаз.

Достоверность результатов

Достоверность  результатов  исследования  подтверждена  проведением 

независимых повторных экспериментов, а также статистического анализа. Данные 

получены  с  использованием  современных  методов  исследования  на 

сертифицированном  оборудовании  и  реактивов  надлежащей  чистоты. 

Предложенные  в  работе  новые  методики  были  предварительно  отработаны. 

Полученные  данные  не  противоречат  результатам,  опубликованным  в 

отечественной  и  зарубежной  литературе.  Результаты  работы  опубликованы  в 

рецензируемых научных журналах.

Апробация результатов

Материалы  диссертации  были  представлены  на  27-й  Пущинской  школе-

конференции молодых ученых с международным участием «Биология – наука XXI 

века» (Пущино,  2024),  Всероссийской конференции с  международным участием 

«Биомедицинская химия: наука и практика» (Москва,  2024),  VI Международной 

конференции  «ПОСТГЕНОМ’2024  XI,  Российский  симпозиум  БЕЛКИ  И 
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ПЕПТИДЫ» (Москва,  2024),  78-ой Всероссийской школе-конференции молодых 

ученых  «Биосистемы:  организация,  поведение,  управление»  с  международным 

участием (Нижний Новгород, 2025).

Положения, выносимые на защиту

1. Иммобилизация L-АСНаз на плёнки БЦ, модифированные хитозаном, 

позволяет увеличить время высвобождения  L-АСНазы и прологировать действие 

на опухолевые клетки в два раза по сравнению с нативными плёнками.

2. Ковалентная  иммобилизация  L-АСНаз  на  плёнках  БЦ,  окисленных 

NaIO4,  позволяет  увеличить  её  стабильность  и  повысить  цитотоксическую 

активность на опухолевые клетки, изначально слабо чувствительные к действию 

данного фермента.

Личный вклад автора

Соискателем  была  проанализирована  отечественная  и  зарубежная 

литература  по  теме  диссертации.  Автором  были  предложены  методы  и 

осуществлено культивирование продуцента БЦ, проведены модификации плёнок 

БЦ  для  увеличения  продолжительности  действия  L-АСНаз,  проведены 

модификации  плёнок  БЦ  для  увеличения  стабильности  L-АСНаз.  Автором 

проведена  иммобилизация  ферментов  методом  физической  адсорбции  и 

ковалентной  сшивкой  с  БЦ.  Автором  осуществлено  определение 

продолжительности  действия,  стабильности  и  цитотоксичности 

иммобилизованных  L-АСНаз, а также кинетики высвобождения фермента. Автор 

принимал  участие  в  проведении  инфракрасной  спектроскопии  и  сканирующей 

электронной  микроскопии,  а  также  лично  проводил  статистический  анализ 

результатов. Автор лично принимал участие в подготовке публикаций.

Публикации

По  материалам  диссертации  опубликовано  10  работ,  из  них  6  статей  в 

рецензируемых научных журналах, из них 6 в изданиях, рекомендуемых ВАК РФ и 

4 работы в сборниках тезисов конференций.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Классификация L-аспарагиназ

L-АСНазы широко распространены в природе и встречаются в различных 

царствах  живых  организмов  [25].  По  данным  Национального  центра 

биотехнологической  информации (National Center for Biotechnology Information, 

NCBI),  95,5%  всех  депонированных  белковых  последовательностей  L-АСНазы 

обнаружены  в  бактериях,  другая  часть  –  в  грибах  (1,68%),  животных  (1,25%), 

растениях (0,24%) и археях (0,88%) [26].

L-АСНазы  подразделяются  на  три  основных  класса  на  основании  их 

эволюционного  родства:  L-АСНазы  бактериального  типа  (класс  1,  содержащий 

типы I и II), L-АСНазы растительного типа (класс 2, содержит тип III) и L-АСНазы 

ризобиального  типа  (класс  3,  типы  IV и  V)  [27].  На  основании  наличия 

каталитических  доменов,  сходства  последовательностей  и  структурных  свойств 

наиболее тесно связаны друг с другом типы I и II. Типы IV и V объединяют общие 

структурные свойства. Тип III представляет собой наиболее отличную группу всех 

L-АСНаз [28].  

Среди L-АСНаз тип I выявлен у наибольшего числа видов бактерий, за ним 

следуют типы  II,  III,  IV и  V [28] (Рис. 1). Бактериальные  L-АСНазы (типы  I,  II) 

отличаются  внутри-/внеклеточной  локализацией,  сродством  к  субстрату  и 

олигомерной формой  [29].  L-АСНазы типа  I представляют собой гомодимерный 

фермент,  расположенный  в  цитоплазме,  с  низким  сродством  к  L-аспарагину 

(значения  константы  Михаэлиса  (Km)  гидролиза  аспарагина  находятся  в 

миллимолярном диапазоне) и относительно высоким сродством к L-глутамину [1]. 

Цитозольные бактериальные  L-АСНазы типа  I участвуют в метаболизме азота и 

экспрессируются  конститутивно  [30].  Бактериальные  L-АСНазы  II типа,  как 

правило,  гомотетрамерные,  расположены  в  периплазматическом  пространстве. 

Ферменты  типа  II обладают  высоким  сродством  к  L-аспарагину  с  Km в 

микромолярном  диапазоне.  Помимо  L-аспарагина,  многие  L-АСНазы  типа  II 

катализируют гидролиз L-глутамина и нескольких других субстратов, таких как D-

аспарагин,  D-глутамин,  N-ацетил-L-аспарагин  и  глицин-L-аспарагин  [31].  L-
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АСНазы типа II участвуют в метаболизме углерода, и их экспрессия индуцируется 

во время анаэробиоза [29].

Рисунок 1. Классификация L-АСНаз. Сокращения названий L-АСНаз:  EcA 

–  Esherichia  coli;  BsA  –  Bacillus  subtilis;  RrA  -  Rhodospirillum  rubrum;  PfA  – 

Pyrococcus  furiosus;  YpA –  Yersinia  pestis;  CpA -  Cavia  porcellus;  VcA –  Vibrio 

cholerae; PhA – Pyrococcus horikoshii; ErA – E. chrysanthemi; EwA – E. carotovora; 

WsA – Wolinella succinogenes; HpA – Helicobacter pylori; HsA – Homo sapiens; LlA – 

Lupinus luteus; LjNSE – Lotus japonicas; PvA – Phaseolus vulgaris; ReA – Rhizobium 

etli. 

L-АСНазы растительного типа (тип III, класс 2) относятся к суперсемейству 

N-концевых  нуклеофильных  гидролаз (Ntn)  и  обладают  аспарагиназной  и 

изоаспартиламинопептидазной  активностью.  Эти  ферменты  расположены  в 

периплазматическом  пространстве  и  имеют  низкое  сродство  к  L-аспарагину 

(миллимолярный диапазон Кm)  [32]. Ферменты класса 2 имеют очень низкую или 

неопределяемую  глутаминазную  активность.  L-АСНазы  растительного  типа 

подразделяются  на  K+-зависимые  и  K+-независимые.  Для  проявления 

каталитической активности K+-зависимым L-АСНазам необходимо присутствие K+, 

который участвует в связывании субстрата в активном центре [33]. L-АСНазы типа 

III присутствуют не только в  растениях,  но и в  микроорганизмах,  насекомых и 

млекопитающих, включая человека (HsAIII) [34]. 
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Среди  L-АСНаз  ризобиального  типа  (класс  3)  ферменты  типа  IV 

экспрессируются  конститутивно  и  являются  термостабильными,  в  то  время  как 

ферменты  типа  V индуцибельные  и  экспрессируются  только  в  присутствии  L-

аспарагина  и  являются  термолабильными  [30].  L-АСНазы  ризобиального  типа 

имеют  низкое  сродство  к  L-аспарагину  (Km порядка  4  мМ)  и  не  обладают 

глутаминазной активностью [35].

1.2. Продуценты L-аспарагиназ

Основными продуцентами L-АСНаз для биотехнологических нужд являются 

бактерии, нитчатые грибы и дрожжи. Данные микроорганизмы способны быстро 

расти на простых и недорогих субстратах, а также могут быть легко подвергаются 

генетическим модификациям, в результате чего облегчается процесс экстракции, 

очистки и производства [36].

L-АСНазы  были  обнаружены  у  72%  бактерий,  у  оставшихся  28%  видов 

бактерий последовательности белков не содержат известных доменов  L-АСНазы 

[28]. На сегодняшний день наиболее  распространёнными продуцентами L-АСНаз 

являются E. coli, E. chrysanthemi, E. carotovora, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, 

Vibrio  cholerae,  Vibrio  succinogenes,  Corynebacterium  glutamicum,  Staphylococcus 

aureus,  Acinetobacter  spp.,  Klebsiella  pneumoniae,  Pseudomonas  aeruginosa, 

Aerobacter  spp.,  Photobacterium  spp.,  Xanthomonas  spp.,  Proteus  vulgaris, 

Streptomyces  griseus,  Melioribacter  roseus,  Rhodospirillum  rubrum [37].  Среди 

бактерий  естественными  продуцентами  L-АСНаз  являются  дикие  виды  Bacillus 

[38]. 

L-АСНазы  также  были  обнаружены  в  дрожжах  из  родов  Saccharomyces, 

Candida,  Yarrowia и  Rhodotorula и  плесневых грибах –  Aspergillus,  Penicillium и 

Fusarium [39]. Штаммы S. cerevisiae способны секретировать как внутриклеточные, 

так  и  внеклеточные  формы  L-АСНаз,  в  то  время  как  L-АСНазы  грибов  часто 

секретируются внеклеточно [40]. На данный момент описаны несколько L-АСНаз 

млекопитающих, самыми известными из них являются L-АСНаза человека (HsAIII) 

[41] и  L-АСНаза  морской  свинки  (CpAIII)  [42],  которые  не  обладают 

глутаминазной активностью, характерной для бактериальных L-АСНаз.
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Тем не менее,  основными источниками коммерческих терапевтических  L-

АСНаз являются  EcAII и ErAII,  так как их ферменты характеризуются высокой 

специфичностью  к  L-аспарагину  и  высокой  противоопухолевой  активностью. 

Также  потенциальным  терапевтическим  ферментом  является  L-АСНаза  из  E. 

carotovora (EwA)  [37],  которая  обладает  специфичностью  к  L-аспарагину, 

сравнимой с таковой у L-АСНаз E. coli и E. chrysanthemi.

При  производстве  L-АСНаз  для  достижения  более  высокого  выхода, 

улучшенной  стабильности  и  более  легкой  очистки  часто  используют 

гетерологичную  экспрессию,  которая  основана  на  выработке  фермента  в 

организме-хозяине,  отличном  от  его  естественного  источника  [27].  Для 

гетерологической  экспрессии  L-АСНаз  используют  в  основном  такие 

микроорганизмы, как E. coli, Bacillus subtilis и Pichia pastoris [43]. 

1.3. Структура L-аспарагиназ

Аспарагиназы класса 1

L-АСНазы различных классов  имеют разную архитектуру  и  олигомерные 

состояния. Наиболее известные  L-АСНазы класса 1 – из  E. coli (EcAI,  EcAII),  E. 

chrysanthemi (ErAII),  E.  carotovora (EwA)  –  представляют собой гомотетрамеры 

(димеры  двух  близких  димеров).  Однако  некоторые  ферменты  типа  I 

функционируют как димеры (например,  из  Pyrococcus horikoshii)  или гексамеры 

(например,  из  Thermus thermophilus).  L-АСНазы  II типа  обладают  высоким 

сходством  между  собой  в  аминокислотной  последовательности,  третичной  и 

четвертичной структуре. Строение активного центра этих ферментов, а также их 

третичные структуры высококонсервативны [31]. 

Бактериальные  L-АСНазы  II типа  являются  гомотетрамерами  с 

молекулярной  массой  около  140  кДа.  Каждый  мономер  фермента  имеет  массу 

около 36 кДа и состоит из ~330 аминокислотных остатков, включающих 14 β-цепей 

и 8 α-спиралей, расположенных в двух доменах: большом  N-концевом домене и 

меньшем  C-концевом домене. Домены соединены линкером из ~26 остатков. На 

границах мономеров образуются четыре идентичных активных центра: два между 

мономерами A и C и два – между мономерами B и D (Рис. 2А).  N- и C-концевые 

домены мономеров участвуют в формировании каждого активного центра, поэтому 
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гомотетрамеры  L-АСНаз  описываются  как  димеры  димеров.  Каждый  димер 

фермента имеет два кармана активных центров, образованных аминокислотами из 

обоих  мономеров.  Димеры  удерживаются  в  основном  ван-дер-ваальсовыми  и 

электростатическими силами.  Ассоциация двух димеров приводит к образованию 

тетрамера [36]. 

Рисунок 2. Тетрамер  EcAII и активный центр фермента. (А) Гомотетрамер 

EcAII (PDB ID 3ECA) образован из двух димеров A – C и B – D, между которыми 

находятся  активные  центры  (отмечены  красно-синим  цветом).  (Б)  Структура 

мономера  EcAII.  N-концевая часть и  C-концевая часть связаны линкером (линкер 

отмечен синим цветом).  Гибкая петля отмечена розовым цветом. (В) Сравнение 

конформационных состояний гибкой петли в присутствии  L-аспарагина (L-ACH, 

«+», PDB ID 3ECA, розовый цвет) и в отсутствии L-аспарагина («–», PDB ID 6V23, 

голубой  цвет,  пунктирные  линии).  (Г)  Структура  активного  центра  EcAII 

протомера  цепи  А.  Зелеными  цветом  показаны  аминокислотные  остатки, 

участвующие в катализе (Тре12, Тир25, Тре89, Асп90, Лиз162, Глу283), оранжевым 

цветом  –  аминокислотные  остатки,  участвующие  в  связывании  L-аспарагина 

(Гли11,  Гли57,  Сер58,  Глн59,  Ала114).  Пунктирными  линиями  показаны 

водородные  связи  между  L-аспарагином  и  аминокислотными  остатками  EcAII, 

красными сферами –  молекулы воды.  Структуры визуализированы в  программе 

ChimeraX 1.9.
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Симметрия, обнаруженная в тетрамерах  L-АСНаз  EcAII и  ErA, совпадает с 

симметрией EwA, а общая конформация мономеров также идентична. EwA и ErA 

имеют почти идентичную конформацию мономеров, тогда как между EwA и EcAII 

больше отличий. Наибольшие различия обнаружены в гибких частях поверхности, 

но они менее важны для общей структуры и ориентации активного центра. Одним 

из важных структурных различий, обнаруженных между  EwA и  EcAII,  является 

наличие в EcAII одной дисульфидной связи, включающей Цис77 и Цис105 [44].

Активный  центр  L-АСНаз  типа  I и  типа  II имеет  общие  свойства  [31]. 

Каждый активный центр  L-АСНазы состоит из двух частей: жёсткой, в основном 

участвующей в связывании субстрата, и гибкой, несущей два (Тре12 и Тир25) из 

шести  остатков,  участвующих  в  катализе  [36].  Гибкая  петля  активного  центра 

(остатки 11–31 для  EcAII) находится между  β1-цепью и  α1-спиралью в  N-домене 

(Рис.  2Б)  и  действует  как  «крышка»,  модулируя  сродство  к  субстрату  [1,45]. 

Индукция  активной  конформации  Тре12  позволяет  замыкать  гибкую  петлю  на 

связывающем  кармане  при  связывании  субстрата,  так  что  все  каталитически 

значимые  остатки  оказываются  в  непосредственной  близости.  Закрытие  гибкой 

петли необходимо для стабилизации нуклеофила Тре12, участвующего в катализе, 

в правильной конформации и сближении его с субстратом (Рис. 2В). 

Каталитическая  активность  бактериальных  L-АСНаз  связана  с  двумя 

каталитическими триадами, состоящими из полярных аминокислот [46]. В каждой 

каталитической триаде (в EcAII это остатки Тре12–Тир25–Глу283 и Тре89–Асп90–

Лиз162) находится высококонсервативный Тре, который действует как нуклеофил 

во время катализа  [45] и для активации нуждается во взаимодействии с сильным 

основанием.  Все  шесть  остатков  каталитических  триад  лежат  на 

неструктурированных участках протомера (Рис. 2Г) [47]. 

Аспарагиназы класса 2

Ферменты  2  класса  синтезируются  как  один  полипептидный 

предшественник из двух цепей  α и  β. Цепи  α и  β ферментов класса 2 соединены 

высоко  вариабельным  линкером  (156–178  аминокислотные  остатки  в  EcAIII), 

который  в  процессе  созревания  подвергается  аутопротеолитическому 

расщеплению  [28,48],  что  приводит  к  образованию  N-концевой  α-субъединицы 

(∼20  кДа)  и  C-концевой  β-субъединицы  (∼15  кДа).  После  созревания  фермент 
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имеет  структуру  гетеротетрамера  (димера  из  двух  αβ гетеродимеров),  который 

обладает топологией сэндвича (αββα). В димере субъединица α состоит из 7 альфа-

спиралей и 4 бета-листов, субъединица  β состоит из 2 альфа-спиралей и 10 бета-

листов (Рис. 3А, Б). Все L-АСНазы класса 2 обладают стабилизационной петлей с 

Na+ для поддержания паттерна водородных связей в активном центре (Рис. 3В). 

Рисунок 3. Структура  EcAIII. (А) Тетрамер  EcAIII (PDB 2ZAL) состоит из 

двух гетеродимеров. Гетеродимеры состоят из  α (отмечены бежевым и зеленым 

цветом)  и  β (отмечены  голубым  и  розовым  цветом)  субъединиц.  (Б) 

Стабилизирующая  петля  в  α-субъединице  (отмечена  фиолетовым).  Na+ в  петле 

показан  в  виде  фиолетовой сферы.  (В)  Детальный вид стабилизационной петли 

EcAIII.  Координационные  связи  Na+  с  аминокислотами  петли  отмечены 

пунктирными  фиолетовыми  линиями.  (Г)  Активный  центр  EcAIII. 

Аминокислотные  остатки,  участвующие  в  катализе  (Тре179,  Тре197,  Тре230), 

отмечены  зеленым,  оранжевым  –  аминокислотные  остатки  (Асп83,  Арг207, 

Асп210,  Гли231),  участвующие  в  связывании  субстрата/продукта.  Пунктирными 

линиями  показаны  водородные  между  L-аспарагином  и  аминокислотными 

остатками  EcAIII,  красными  сферами  –  молекулы  воды.  Структуры 

визуализированы в программе ChimeraX 1.9. 
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Стабилизационная петля расположена вблизи активного центра в  α-цепи и 

создает  позиционный  замок  на  каталитическом  остатке  Тре179,  образуя 

водородную связь между его свободной аминогруппой и соседним остатком Асн67, 

связанным  с  Na+.  Это  взаимодействие  необходимо  для  правильной  ориентации 

Тре179. Калий-зависимые ферменты также обладают активационной петлей с  K+. 

Эта  активационная  петля  может  переключать  фермент  между  активным  и 

неактивным состояниями в присутствии/отсутствии K+ [30].

Активный  центр  EcAIII расположен  в  субъединице  β между  двумя  бета-

слоями,  окруженными  с  каждой  стороны  слоем  альфа-спиралей,  и  включает 

треониновую  триаду:  Тре179–Тре197–Тре230  (Рис.  3Б,  Г).  Тре230  и  Тре179 

стабилизируют  γ-карбоксильную группу субстрата или продукта. Другие остатки, 

участвующие в связывании субстрата/продукта, расположены в непосредственной 

близости:  Арг207,  Гли233,  Асп210,  Гли231,  Сер211  и  Асп83.  Эти  остатки 

участвуют  в  связывании  α-аминогруппы  субстрата  или  продукта  посредством 

водородных связей [49]. 

L-АСНаза человека (HsAIII) имеет высокую степень структурной гомологии 

с  бактериальной  EcAIII [48].  Эукариотические  L-АСНазы могут  существовать  в 

мономерной  или  димерной  форме.  Образование  димеров  в  эукариотических  L-

АСНазах,  сходное  с  таковым  в  бактериальных  L-АСНазах,  может  влиять  на 

стабильность  фермента,  субстратную  специфичность  и  общую  каталитическую 

активность. В их активном центре находятся аминокислотные остатки Сер или Тре 

[50].

Аспарагиназы класса 3

К  L-АСНазам  3  класса,  согласно  недавно  предложенной  классификации, 

относятся ферменты R. etli (ризобиальные L-АСНазы), которые подразделяются на 

ReAIV (конститутивные) и ReAV (индуцибельные) [30]. Ферменты класса 3 имеют 

структуру, которая не имеет гомологии с известными  L-АСНазами классов 1 и 2 

[28] и является наименее изученной среди всех классов L-АСНаз. Кристаллические 

структуры ReAV обладают сходством с глутаминазами из Bacillus subtilis (1mki), E. 

coli (1u60)  и  Micrococcus  luteus  (3if5),  β-лактамазами  из  E.  coli,  Klebsiella 

pneumoniae,  Pseudomonas aeruginosa и  Streptomyces clavuligerus и пептидогликан 

гликозилтрансферазой из Atopobium parvulum  [35]. 
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ReAIV имеет оптимум pH 9–11 и Km = 1,3 мМ (при pH = 9,0) [51], в то время 

как  ReAV является ферментом с аллостерической регуляцией (металлопротеин) с 

Km 4,2 мМ при таких же значениях pH. ReAV представляет собой димер, активный 

центр которого содержит высоко специфичный сайт связывания Zn2+ (Рис. 4А). 

Рисунок  4. Структура  димера  и  активного  центра  ReAV.  (А) 

Экспериментальная кристаллическая структура димера  ReAV (PDB ID 7OZ6). (Б) 

Доменная  структура  мономера  ReAV.  Каталитический  домен  отмечен  темно-

розовым цветом,  стабилизационный домен  –  сиреневым цветом.  Серым цветом 

показаны участки, который формируют активный центр (H2, H4, H9 и петля между 

B5-B6) (В) Экспериментальная кристаллическая структур активного центра ReAV 

(PDB ID –  7OU1).  Аминокислотные  остатки,  участвующие  в  катализе  (Сер48, 

Сер80, Лиз51 и Лиз263), отмечены зеленым, оранжевым – аминокислотные остатки 

(Сер133,  Асн134,  Цис135,  Лиз138,  Цис189,  Лей264),  участвующие в связывании 

субстрата/продукта.  Розовым  отмечен  Zn2+.  Структуры  визуализированы  в 

программе ChimeraX 1.9.

Протомер ReAV имеет α/β-доменную структуру из каталитического домена, 

состоящего  в  основном  из  α-спиралей  и  содержащего  активный  сайт,  и 
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стабилизирующего домена, состоящего в основном из антипараллельных  β-слоев 

(Рис. 4Б).  Zn2+  был обнаружен около спирали H9 и петли, соединяющей нити B5–

B6,  с  тетраэдрической координационной сферой,  образованной Цис135,  Лиз138, 

Цис189 и молекулой воды (Рис. 4Б). Роль  Zn2+ в каталитическом действии  ReAV 

пока что не выяснена.

Вблизи  сайта  связывания  Zn2+ находится  предполагаемый активный  сайт, 

который  расположен  в  середине  α-спирального  домена,  в  щели,  окруженной 

спиралями  H2,  H4,  H9 и петлей,  соединяющей  B5-B6 слои (Рис. 4Б).  Активный 

центр включает два тандема каталитических нуклеофилов Сер-Лиз (Сер48, Сер80, 

Лиз51 и Лиз263, Рис. 4В), все из которых соединены сетью водородных связей с 

Zn2+, и три молекулы воды вблизи Сер48. Сер48 запускает нуклеофильную атаку на 

амидную  группу  субстрата  [35].  Для  ReAIV предполагаемым  каталитическим 

нуклеофилом является Сер47, который является частью двух тандемов Сер-Лиз в 

активном центре [51].

1.4. Механизм каталитического действия L-аспарагиназ

Существуют  два  основных  каталитических  механизма,  описанных  для  L-

АСНаз:  механизм  двойного  замещения  и  механизм  прямого  (одинарного) 

замещения. Для бактериальных ферментов класса 1 характерен механизм двойного 

замещения (реакция двойного нуклеофильного замещения «пинг-понг»), который 

осуществляется  через  образование  ковалентного  ацил-ферментного 

промежуточного  продукта  (Рис.  5А,  Б).  Данный  механизм  действия  подобен 

механизму действия классических сериновых протеаз, активность которых зависит 

от набора аминокислотных остатков, известных как «каталитическая триада» [52]. 

Реакция гидролиза L-аспарагина бактериальными L-АСНазами по механизму 

двойного замещения состоит из двух этапов (Рис. 5А) [53]. 

На первом этапе при взаимодействии  L-АСНазы с субстратом происходит 

поляризация  гидроксильных  групп  расположенного  в  активного  центре 

нуклеофильного  остатка  Тре.  Далее  активированный  нуклеофильный  остаток 

фермента Тре атакует амидный углерод L-аспарагина с образованием ковалентного 

ацил-ферментного  промежуточного  продукта.  В  то  же  время  молекула  аммиака 

отщепляется  от  субстрата.  Из-за  выхода  аммиака  из  активного  центра  этот 
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каталитический этап необратим [37]. Высвобождение аммиака инициирует второй 

этап  замещения  [30].  Второй  этап  обратим  и  включает  нуклеофильную  атаку 

молекулой воды ацил-ферментного комплекса и его гидролиз с образованием  L-

аспарагиновой кислоты и высвобождением аммиака [54]. Для ферментов класса 2 

основные  каталитические  этапы  аналогичны  этапам  механизма  двойного 

замещения для ферментов класса 1 [34]. 

Рисунок 5. Механизмы каталитического действия  L-АСНаз. (А) Основные 

этапы  механизма  двойного  замещения.  На  первом  этапе  в  результате 

взаимодействия  нуклеофильного  Тре  с  амидной  группой  L-аспарагина  (L-ACH) 

образуется два продукта: 1) промежуточный продукт – ацил-фермент и 2) молекула 

аммиака, которая отщепляется от субстрата. На втором этапе происходит гидролиз 

ацил-фермента  с  образованием  L-аспарагиновой  кислоты  и  высвобождением  L-

АСНазы.  (Б)  Схема  механизма  прямого  замещения.  Молекула  воды  напрямую 

атакует  боковую  цепь  L-аспарагина.  Аммиак  и  L-аспарагиновая  кислота 

высвобождаются одновременно.  L-АСН –  L-аспарагин,  L-АСП –  L-аспарагиновая 

кислота. Адаптировано по материалам статей Nunes  et al.  [37] и Lubkowski  et al. 

[52].
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Механизм прямого  замещения был выявлен у  L-АСНазы морской свинки 

[53].  Главное  различие  между  механизмами  двойного  и  прямого  замещения 

заключается  в  том,  что  в  механизме  двойного  замещения  образуется 

промежуточный продукт – β-ацил-фермент  [54],  то есть при механизме прямого 

замещения  фермент  не  взаимодействует  химически  с  субстратом  (Рис.  5Б).  В 

активном  центре  L-АСНазы  находятся  две  молекулы  воды,  одна  из  которых 

является  нуклеофилом.  Эта  вода  взаимодействует  с  несколькими  остатками 

активного  центра  фермента,  из  которых  наиболее  значимым  является  Асп117. 

Асп117 инициирует реакцию гидролиза, действуя как основание и отрывая протон 

от воды, в результате чего субстрат оказывается в тетраэдрическом переходном 

состоянии. Далее активированная молекула воды напрямую атакует карбонильную 

группу боковой цепи L-аспарагина. Отрыв аминогруппы от L-аспарагина фермента 

стимулируется  отдачей протона  от  Тре116.  Протонный челнок от  Асп117 через 

Лиз188  репротонирует  Тре116  и  восстанавливает  Асп117.  После  этого  оба 

продукта,  аммиак  и  L-аспарагиновая  кислота  высвобождаются  одновременно из 

активного  сайта  [53].  Подобно  первому  механизму,  гидролиз  L-аспарагина 

является необратимым. 

Природа  каталитического  механизма  не  связана  напрямую  с 

терапевтическими  свойствами  L-АСНаз.  Тем  не  менее,  обнаружено  несколько 

других гидролаз, использующих остаток боковой цепи Тре в качестве нуклеофила 

и  во  всех  таких  случаях  этот  остаток  расположен  на  N-конце  и  активируется 

собственной α-аминогруппой [31].

1.5. Механизмы противоопухолевого действия L-аспарагиназ

Противоопухолевая активность  L-АСНазы в первую очередь зависит от ее 

способности расщеплять внеклеточный L-аспарагин, который необходим для роста 

опухолевых клеток. В результате расщепления  L-аспарагина в плазме крови при 

действии  L-АСНаз  может  происходить  ингибирование  синтеза  белка,  остановка 

клеточного цикла (обычно в фазе G1), а также индукция апоптоза в восприимчивых 

опухолевых  клетках  (Рис.  6)  [55].  Считается,  что  расщепление  L-аспарагина  в 

плазме  крови,  вызванное  L-АСНазой,  является  эффективной  терапией  для  тех 

опухолей, которые экспрессируют АСНС на низком уровне. При этом в нескольких 
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исследованиях  была  установлена  отрицательная  корреляция  между 

эффективностью  действия  L-АСНазы  и  высокой  экспрессией  АСНС.  Поэтому 

высокая  экспрессия  АСНС является  одним  из  маркёров  для  клинического 

прогнозирования резистентности к действию L-АСНазы [56].

Рисунок 6. Основной механизм действия L-АСНазы на опухолевые клетки. 

L-АСНазы также способны расщеплять внеклеточный  L-глутамин, поэтому 

при снижении уровня внеклеточного  L-глутамина опухолевые клетки становятся 

зависимыми  от  поступления  L-аспарагина.  Несмотря  на  то  что  в  большинстве 

работ  основное  внимание  исследователи  уделяют  получению  L-АСНаз  с 

уменьшенной  глутаминазной  активностью,  недавно  было  высказано 

предположение,  что  устойчивый  и  длительный  противоопухолевый  эффект  L-

АСНазы может проявляться только при наличии глутаминазной активности  [57]. 

Так,  некоторые  солидные  опухоли  демонстрируют  высокие  показатели 

потребления  глутамина  для  биосинтеза  белка  и  пролиферации  клеток  и  имеют 

высокую восприимчивость к истощению глутамина. Это особенно характерно для 

аденокарциномы  протоков  поджелудочной  железы,  у  которой  в  95%  случаев 

присутствуют  мутации  в  протоонкогене  KRAS (Kirsten rat sarcoma virus,  вирус 
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саркомы  крыс  Кирстен),  что  приводит  к  перепрограммированию  клеточного 

метаболизма и зависимости от поступления глутамина [58]. 

Также  были  получены  данные  о  вкладе  L-АСНазы  в  уменьшение 

метастазирования за счёт ингибирования эпителиально-мезенхимального перехода. 

Приобретение  мезенхимальных свойств  опухолевыми клетками способствует  их 

отрыву  от  первичной  опухоли  и  облегчает  их  последующую  миграцию, 

способствуя метастатическому прогрессированию  [59]. На мышиной модели рака 

молочной  железы  показано,  что  уровень  L-аспарагина  может  влиять  на 

метастазирование посредством ингибирования синтеза белков, имеющих в составе 

повышенное  содержание  L-аспарагина  и  ответственных  за  эпителиально-

мезенхимальный переход [60]. 

Основной  мишенью  L-АСНазы  при  истощении  пула  внеклеточного  L-

аспарагина и глутамина является  mTOR (mammalian target of rapamycin, мишень 

рапамицина  у  млекопитающих)  –  протеинкиназа  серин-треониновой 

специфичности,  фосфорилирующая  белки.  По  сравнению  с  другими 

аминокислотами  L-аспарагин может активировать  mTORC1 (mammalian target of 

rapamycin complex 1,  мишень  рапамицинового  комплекса  1  у  млекопитающих), 

который  способствует  росту  клеток.  Hermanova и  др.  показали,  что  L-АСНаза 

способна ингибировать активность комплекса mTORC1 за счёт снижения уровня L-

аспарагина в лейкозных клетках через активацию  RagB (Ras-related GTP-binding 

protein B, Ras-родственный ГТФ-связывающий белок B). Ингибирование mTORC1 

приводило  к  уменьшению синтеза  пиримидинов  и  аутофагии лейкозных клеток 

[61].

Другой механизм действия L-АСНазы был показан на клетках глиобластомы 

SF188, которые обладают высокой чувствительностью к ферменту. В этих клетках 

обработка L-АСНазой приводила к уменьшению митохондриального мембранного 

потенциала,  в  результате  чего  увеличивался  уровень  проапоптотических  белков 

семейства  антиапоптотических белков маркеров B-клеточной лимфомы-2 (BCL-2, 

B-cell lymphoma-2) и активировался внутренний путь апоптоза [62].

В  ряде  работ  описан  механизм  прямого  воздействия  L-АСНазы  на 

опухолевые клетки путем расщепления L-аспарагина в составе гликопротеиновых 

мембранных рецепторов (CD19, CD40, IGF-R), а также их пептидных спейсеров на 
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поверхности злокачественных гематологических клеток. В результате расщепления 

гликозидной части эти рецепторы уже не могут связываться со своими лигандами и 

стимулировать пролиферацию раковых клеток [63]. 

Некоторые  L-АСНазы  обладают  способностью  напрямую  проникать  в 

опухолевые  клетки.  Например,  L-AСНаза  из  Rhodospirillum  rubrum (R.  rubrum) 

может  проникать  в  ядро  опухолевых  клеток  через  клатриновый  рецептор-

зависимый  путь,  что  приводит  к  подавлению  теломеразной  активности  в 

клеточных линиях опухолей и ксенотрансплантатов солидных опухолей человека 

[64]. 

1.6. Клиническое применение L-аспарагиназ

L-АСНаза  –  первый  терапевтический  фермент  с  противоопухолевыми 

свойствами,  который был широко изучен исследователями и учёными по всему 

миру.  L-АСНаза была впервые обнаружена Лангом в 1904 г. В 1922 г. Клементи 

выявил присутствие L-АСНазы в сыворотке крови морской свинки. В 1961 г. Брум 

обнаружил,  что  L-АСНаза,  выделенная  из  сыворотки  морской  свинки,  имеет 

противоопухолевую активность в отношении клеток лимфомы 6C3HED. В 1964 г. 

Машберн  и  др.  показали,  что  L-АСНаза,  продуцируемая  бактериями  E.  coli, 

обладает такой же противоопухолевой активностью, как и фермент, выделенный из 

сыворотки  морской  свинки  [65].  Препарат  L-АСНазы  E.  coli (EcAII)  стал 

использоваться для лечения острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) с конца 1970-х 

годов. В 2011 году агенство  FDA (Food and Drug Administration, Управление по 

контролю  качества  пищевых  продуктов  и  лекарственных  средств)  одобрили  L-

АСНазу ErAII для лечения ОЛЛ [57]. В настоящее время на рынке доступны пять 

препаратов на основе L-АСНаз. Четыре препарата L-АСНазы получены из E. coli: в 

виде нативной формы (Элспар, Лейназа, Кидролаза) и конъюгированной с ПЭГ – 

Онкаспар. Пятый препарат получен из бактерии E. chrysanthemi (Табл. 1) [66]. 

Нативная и пэгилированная формы L-АСНазы EcAII являются препаратами 

первой линии терапии для лечения ОЛЛ. Основными параметрами, необходимыми 

для  первичной  оценки  терапевтического  потенциала  L-АСНаз,  являются  такие 

кинетические параметры, как  Km,  число оборотов (Kcat) и максимальная скорость 

(Vmax). Эти параметры дают представление о сродстве фермента к субстрату [69].
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Таблица  1. Список  коммерческих  препаратов  L-АСНаз  и  их  основные 

свойства

Источник Коммерческое 

название 

препаратов

Удельная 

активность 

(МЕ/мг 

белка)

Km 

(мкM)

L-

аспарагин

Km (мM)

L-

глутами

н

Время полужизни

EcAII Элспар, 

Кидролаза, 

Лейназа, 

Коласпаза, 

Спектрила

400–600 10 6,25 8–30 ч [67]

ErAII Эрвиназа, 

Крисантаспаза

330–350 48 1,10 8–22 ч [67]

PEG-

EcAII

Пегаспаргаза 

(онкаспар), 

Каласпаргаза 

пегол 

(аспарлас)

400–600 10 более 3 5–7 дней [68]

Противоопухолевая  активность  L-АСНаз  зависит  от  скорости  клиренса 

фермента, выработке антител к этому микробному белку, потенциального развития 

резистентности и способности опухолевых клеток синтезировать  L-аспарагин  de 

novo [70]. 

L-АСНазы  как  типа  I,  так  и  типа  II характеризуются  наличием  как 

аспарагиназной, так и глутаминазной ферментативной активности. Тем не менее, 

для  L-АСНаз,  используемых  в  клинике,  значение  Km для  L-аспарагина  должно 

находиться в микромолярном диапазоне, поскольку концентрация  L-аспарагина в 

крови человека составляет около 50 мкМ. L-АСНазы типа II (EcAII, ErAII) имеют 

высокое  сродство  к  L-аспарагину  (Табл.  1),  поэтому  используются  в  качестве 

химиотерапевтических средств при лечении ОЛЛ [71]. 
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Глутаминазная  активность  L-АСНаз  EcAII и  ErAII составляет  2  и  10% 

соответственно  от  L-аспарагиназной  [72].  Глутамин  является  наиболее 

распространенной  и  универсальной  заменимой  аминокислотой  в  организме 

(концентрация в плазме крови 500–800 мкМ), которая  имеет основополагающее 

значение для промежуточного метаболизма, обмена азота в тканях и гомеостаза pH 

[73].  Наличие  глутаминазной  активности  у  L-АСНаз  способствует  истощению 

глутамина,  который  является  субстратом  для  синтеза  L-аспарагина  de novo с 

помощью фермента АСНС (Рис. 7). 

Рисунок 7. Реакция синтеза L-аспарагина из L-аспартата и L-глутамина под 

действием  АСНС.  ЦТК  –  цикл  трикарбоновых  кислот,  АСТ  – 

аспартаттрансаминаза.

Клинические  исследования  показали,  что  низкий  уровень  глутамина  в 

сыворотке  соотносится  с  эффективностью  лечения  L-АСНазой  пациентов  с 

рефрактерным ОЛЛ [74]. 

Глутамин  необходим  также  для  роста  нормальных  клеток,  поэтому 

глутаминазная  активность  L-АСНаз  является  причиной  развития  побочных 

эффектов  со  стороны  иммунной  системы,  включая  реакции 

гиперчувствительности,  лихорадку,  кожную  сыпь,  аллергические  реакции  и 

анафилактический  шок.  Побочные  эффекты,  связанные  с  неиммунной 

токсичностью (панкреатит, гепатотоксичность, коагулопатия и нейротоксичность), 

встречаются  реже,  но  могут  развиваться  с  большей  степенью  тяжести  [6]. 

Клинические  реакции  гиперчувствительности  и  скрытая  инактивация  из-за 
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выработки антител к  L-АСНазе  EcAII приводят к её инактивации в 60% случаев 

[75]. 

L-АСНаза ErAII используется  в  качестве  препарата  второй  или  третьей 

линии  в  европейских  и  американских  протоколах  при  развитии  реакций 

гиперчувствительности  или  скрытой  аллергии  к  L-АСНазе  EcAII [75].  Тем  не 

менее, период полужизни  L-АСНазы  ErAII составляет 8–24 ч, что требует более 

частого введения препарата [76]. 

L-АСНаза EwA проявляет очень низкую глутаминазную активность – около 

1,5%  от  ее  аспарагиназной  активности,  подобно  L-АСНазе  EcAII.  С  другой 

стороны,  аминокислотная  последовательность  EwA больше  похожа  на 

последовательность  ErAII (75–77%  идентичности),  которая  вызывает  меньше 

серьезных  иммуноопосредованных  побочных  эффектов  [77].  Удельная 

аспарагиназная активность  L-АСНазы  EwA по разным данным варьирует от 386 

МЕ/мг  [78] до  595  МЕ/мг,  что  сравнимо  с  активностями  коммерческими 

препаратов  EcAII и  ErAII.  Поэтому  EwA может  рассматриваться  в  качестве 

перспективного терапевтического средства. 

На  основе  L-АСНазы  E.  coli,  конъюгированной  с 

монометоксиполиэтиленгликолем (мПЭГ, 5 кДа), разработан препарат «Онкаспар» 

(пэгаспарагаза).  В  пэгаспарагазе  69–82  молекулы  цепей  ПЭГ  ковалентно 

присоединены к боковым цепям аминокислот цистеина  L-АСНазы [79]. Препарат 

«Онкаспар» был одобрен FDA в 1994 году для лечения пациентов с ОЛЛ, имеющих 

аллергические  реакции  на  L-AСНазу.  Активность  пэгаспаргазы  сравнима  с 

активностью  нативного  фермента,  но  по  сравнению  с  ним  пэгаспараза  имеет 

меньшую иммуногенность и более длительное время циркуляции в кровотоке [80]. 

Период полужизни пэгаспаргазы составляет приблизительно 6 дней, что более чем 

в 5 раз дольше, чем у нативной L-АСНазы EcAII (20 ч) и в 9 раз дольше, чем у L-

АСНазы ErAII [81]. Однако, несмотря на более продолжительное действие, уровень 

пэгаспарагазы в  сыворотке  не  коррелируют с  истощением  L-аспарагина  [68].  В 

одном из открытых рандомизированных клинических исследований фазы I на 21-й 

день предопределенный целевой порог активности  L-АСНазы, превышающий 0,1 

МЕ/мл  (т.  е.  уровень  активности,  считающийся  адекватным  для  истощения  L-
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аспарагина),  наблюдался  у  91–95%  пациентов,  получающих  пегаспаргазу  по 

сравнению с 19–22% пациентов, получающих L-АСНазу EcAII [82].

При  использовании  пэгаспаразы  часто  наблюдаются  побочные  эффекты 

различной степени тяжести. У взрослых с ОЛЛ они развиваются чаще, чем у детей, 

особенно  гепатотоксичность  и  дисфункция  поджелудочной  железы.  Частота 

реакций  гиперчувствительности  при  применении  пегаспаргазы  и  не 

модифицированной  L-АСНазы  EcAII была  сопоставимой:  у  30–40%  пациентов 

развиваются  реакции  гиперчувствительности  [8].  Предполагается,  что 

использование  пегаспаргазы  во  время  индукционной  фазы  поможет  снизить 

последующий риск  реакций гиперчувствительности  независимо от  препарата  L-

АСНазы, используемого на последующих фазах лечения [83].

Другой  формой  пэгилированной  L-АСНазы  является  каласпараза  [84]. 

Каласпаргаза  пегол  (аспарлас)  –  форма  пэгилированной  L-АСНазы,  одобренная 

FDA в 2018 году. Препарат содержит  L-АСНазу  EcAII и полиэтиленгликолевую 

часть. Однако, для каласпаргазы используется сукцинимидилкарбонатный линкер, 

который  более  стабилен,  чем  сукцинимидилсукцинатный  линкер  в  пегаспаразе. 

Уретановые  связи  в  каласпаргазе,  образованные  с  группами  лизинов,  более 

устойчивы  к  гидролизу.  Каласпаргаза  и  пэгаспараза  имеют  сопоставимые 

фармакокинетические  и  фармакодинамические  свойства  в  доклинических 

исследованиях [85].

Текущие исследования направлены на поиск новых источников  L-АСНаз и 

разработку  новых вариантов  рекомбинантных  L-АСНаз  с  высокой активностью, 

низкой иммуногенностью и длительным периодом полужизни [86]. 

1.7. Чувствительность опухолей к L-аспарагиназам

Низкая  экспрессия  АСНС или  её  отсутствие  определяет  чувствительность 

опухолей к терапии L-АСНазой. Недавно было показано, что гиперметилирование 

промотора  АСНС предотвращает  экспрессию  белка  АСНС  в  клетках  ОЛЛ  при 

дефиците аминокислот.  Большинство клеток ОЛЛ обладают низкой экспрессией 

АСНС,  поэтому  L-АСНаза  лучше  подходит  для  лечения  лейкемии,  особенно 

лимфобластомы, чем других видов рака [3]. На данный момент предполагается, что 

метилирование  промотора  АСНС в  сочетании  с  экспрессией  АСНС служит 
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биомаркером  для  прогнозирования  чувствительности  L-АСНазе  [6].  Cтепень 

метилирования промотора  АСНС сильно коррелирует с  чувствительностью к  L-

АСНазе и  терапевтическим прогнозом при детском  Т-клеточном ОЛЛ (Т-ОЛЛ). 

Гипометилирование промотора связано с резистентностью к L-АСНазе и является 

плохим прогностическим биомаркером при Т-ОЛЛ [87]. Уровни экспрессии АСНС 

положительно  связаны  с  частотой  рецидивов  и  отрицательно  связаны  с 

выживаемостью при опухолях молочной железы [88]. Тем не менее, в нескольких 

доклинических  исследованиях  было  выявлено,  что  терапия,  нацеленная  на 

метаболизм  L-аспарагина,  может  быть  эффективна  против  некоторых солидных 

опухолей [15]. 

1.7.1. Чувствительные группы солидных опухолей 

На данный момент L-АСНаза исследуется для лечения различных солидных 

опухолей  с  низкой  экспрессией  АСНС,  включая  светлоклеточную  карциному 

яичников,  панкреатическую протоковую аденокарциному,  колоректальный рак и 

глиобластому  [6] и  других.  Недавние  исследования  показали  эффективность  L-

АСНаз  на  некоторых  клеточных  линиях  солидных  опухолей:  педиатрической 

глиобластомы  [62],  колоректального  рака  [89],  гепатоцеллюлярной  карциномы 

[90],  рака  лёгкого  [91],  рака  яичников  [92],  рака  поджелудочной  железы  [58], 

меланомы  [93], рака молочной железы  [94],  аденокарциномы лёгких, карциномы 

печени  HepG2  и  аденокарциномы  простаты  [15].  Анализ  метаболома  928 

клеточных  линий  показал,  что  более  низкие  уровни  L-аспарагина,  вызванные 

подавлением  экспрессии  АСНС,  сенсибилизируют  подгруппу  клеточных  линий 

рака желудка и гепатоцеллюлярной карциномы, и что чрезмерное метилирование 

АСНС приводит  к  отсутствию  экспрессии  белка  АСНС,  что  делает  их 

восприимчивыми к L-АСНазе как in vitro, так и in vivo [95]. Однако трансляционная 

значимость этих исследований еще не подтверждена [96]. Тем не менее, L-АСНазы 

показали эффективность  против некоторых солидных опухолей  in vivo.  L-АСНа 

EcA II была  эффективна  в  свободной  форме  при  лечении  гепатоцеллюлярной 

карциномы  [97] и  колоректального  рака  [98].  EcA II,  инкапсулированная  в 

наночастицы  с  ротеноном  была  эффективна  против  трижды  негативного  рака 

молочной железы и колоректального рака [89], а инкапсулированная в эритроциты 

– против протоковой аденокарциномы поджелудочной железы [99]. Кризантаспаза 
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была  эффективна  против  гепатоцеллюлярной  карциномы  с  мутацией  гена, 

кодирующего β-катенин [100]. В 2024 году были начаты клинические исследования 

фазы I использования L-АСНазы совместно с ингибитором митоген-активируемой 

протеинкиназы киназы MEK (MAPK/ERK, mitogen-activated protein kinase kinase) 

кобиметинибом для лечения рака поджелудочной железы [101],  а  также 

клинические исследования фазы I применения L-АСНазы для лечения запущенных 

или метастатических солидных опухолей [102].

1.7.2. Резистентность  к  действию  L-аспарагиназ,  компенсаторные 

механизмы солидных опухолей и стратегии преодоления резистентности

Хотя  некоторые  солидные  опухоли  имеют  низкую  экспрессию  АСНС и 

чувствительны к действию  L-АСНаз, большинство солидных опухолей обладают 

устойчивостью за счёт высокой экспрессии  АСНС. Наиболее высокая экспрессия 

АСНС среди  всех  солидных  опухолей  была  выявлена  в  ацинарных  клетках 

поджелудочной железы. Также высокая экспрессия  АСНС характерна для клеток 

рака лёгкого, тройного негативного рака молочной железы, рака предстательной 

железы,  гепатоцеллюлярной  карциномы  и  рака  носоглотки  [103].  В  активации 

транскрипции  гена  АСНС участвуют  два  сигнальных  пути,  направленных  на 

обеспечение  выживания  клеток  –  защитный  механизм,  запускаемый  в  клетках 

млекопитающих  в  результате  истощения  запаса  аминокислот  (AAR,  amino acid 

response)  и  повышенный  стресс  эндоплазматического  ретикулума  (Рис.  8). 

Сигнальный путь  AAR контролирует экспрессию генов посредством изменений в 

структуре хроматина, транскрипции и инициации трансляции. Среди сигнальных 

путей  AAR преобладающим  сигнальным  путём  является  GCN2-eIF2-ATF4, 

который  активирует  транскрипцию  АСНС во  время  AAR [104].  Стресс 

эндоплазматического  ретикулума,  который  активируется  клеточными 

повреждениями,  также  приводит  к  увеличению транскрипции  АСНС через  путь 

UPR  [105]. Вследствие активации киназ GCN2 и PERK, (характерных для AAR и 

UPR сигнальных путей,  соответственно) в ответ на реакции стресса происходит 

фосфорилирование  α-субъединицы  фактора  инициации  eIF2.  Это  приводит  к 

снижению синтеза большинства белков и преимущественной трансляции других 

белков, включая фактор транскрипции ATF4 [106] (Рис. 8). 
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Рисунок 8. Регуляторный механизм экспрессии АСНС в клетке. Истощение 

L-аспарагина активирует сигнальный путь  AAR, тогда как стресс ЭР активирует 

UPR путь. В результате активации этих путей увеличивается активность киназы 

eIF2. Фосфорилирование eIF2α замедляет глобальный синтез белка и увеличивает 

трансляцию  некоторых  мРНК,  включая  транскрипционный  фактор  ATF4. 

Связывание  ATF4  с  элементом  энхансера  в  промоторе  гена  АСНС вызывает 

экспрессию фермента. ЭР – эндоплазматический ретикулум; UPR (unfolded protein 

response)  –  путь  развернутого  белкового  ответа;  GCN2  (general control 

nonderepressible 2  kinase) – недерепрессируемая 2-киназа общего контроля;  PERK 

(protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase – PKR-подобная киназа ЭР; eIF2α 

(eukaryotic initiation factor 2)  –  эукариотический  фактор  инициации  2α;  ATF4 

(activating transcription factor 4)  –  активирующий  фактор  транскрипции  4. 

Адаптировано по материалам статьи Hanada et al. [103].

ATF4 является основным фактором индукции экспрессии АСНС, работая как 

трансактиватор  посредством  связывания  с  энхансером  в  промоторе  АСНС.  В 
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опухолевых  клетках  с  низким  уровнем  L-аспарагина  происходит  увеличение 

синтеза  ATF4 и,  следовательно,  экспрессии  АСНС [107].  Разработано несколько 

ингибиторов  GCN2,  которые  увеличили  эффективность  действия  L-АСНаз  при 

комбинированной  терапии  ОЛЛ,  острого  миелоидного  лейкоза  (ОМЛ),  рака 

поджелудочной железы и меланомы [6].

В  солидных  опухолях  в  дополнение  к  общему  регуляторному  механизму 

экспрессии  АСНС,  были  выявлены  другие  компенсаторные  механизмы  при 

истощении  L-аспарагина.  К  ним  относятся  сигнальный  путь   митоген-

активируемой протеинкиназы MAPK (mitogen-activated protein kinase), аутофагия и 

макропиноцитоз  [103],  которые  могут  активироваться  при  терапии  L-АСНазой. 

Поэтому для воздействия на данные механизмы также разрабатываются различные 

подходы  лечения  L-АСНазой  в  сочетании  с  ингибиторами  этих  механизмов. 

Сигнальный путь MAPK, в частности ось RAS-RAF-MEK-ERK, часто активируется 

в  опухолевых  клетках  для  выживания  и  устойчивости  к  терапии.  В  некоторых 

клетках  L-АСНаза  способна  ингибировать  этот  путь  за  счёт  снижения 

фосфорилирования ERK и последующего снижения транскрипции генов Bcl-2 и c-

Myc,  что  усиливает  активацию  каспазы-3  и  вызывает  апоптоз.  Кроме  того, 

окислительный  стресс,  индуцируемый  L-АСНазой,  приводит  к  повышению 

чувствительности  раковых  клеток  к  активным  формам  кислорода  (АФК)  и 

усилению  апоптоза  [108].  В  меланоме  и  опухолях  поджелудочной  железы 

резистентность  к  действию  L-АСНазы  обусловлена  гиперактивацией  одного  из 

сигнальных путей  MAPK –  MEK‐ERK,  который имеет  решающее  значение  для 

индукции  экспрессии  АСНС.  При  этом  путь  GCN2/eIF2α активируется  для 

индукции  экспрессии  ATF4  и  нескольких  киназ  RTK (receptor tyrosine kinase; 

рецепторная  тирозинкиназа),  которые  инициируют  каскад  сигналов  через  ось 

MAPK/mTORC1.  Сигнальный  путь  MAPK стимулирует  активность  mTORC1  и 

последующую трансляцию ATF4 для достижения максимальной индукции ATF4 и 

экспрессии АСНС (Рис. 9) [107]. 

Для  повышения  чувствительности  опухолей  к  действию  L-АСНазы  с 

гиперактивацией  сигнальных  путей  MAPK разработано  несколько  подходов. 

Истощение  L-аспарагина  в  сочетании  с  подавлением  сигнального  пути  MAPK 

различными  ингибиторами  эффективно  подавляло  рост  и  метастазирование 



34

меланомы  in vivo [104]. В частности, на данный момент проводится клиническое 

исследование I фазы (NCT05034627) о возможности применения ингибитора MEK 

кобиметиниба в комбинации с каласпаргазой у пациентов с раком поджелудочной 

железы  [101].  Другим  направлением,  которое  развивается  для  преодоления 

устойчивости  к  действию  L-АСНазы,  является  воздействие  на  иммунные 

контрольные точки [110].

Рисунок 9. Основные регуляторные механизмы истощения L-аспарагина при 

меланоме.  Истощение  L-аспарагина вызывает гиперактивацию сигнального пути 

MAPK (MEK-ERK)  и  нарушает  деградацию  c-MYC.  c-MYC поддерживает 

трансляционную индукцию  ATF4 и активность  mTORC1. Ингибирование  MAPK 

ослабляет  трансляционную  индукцию  ATF4  и  экспрессию  АСНС.  В  клетках 

меланомы  онкоген  BRAF,  имеющий  мутацию,  напрямую  вызывает 

гиперактивацию  нисходящего  пути  MEK-ERK (фиолетовые  стрелки),  а  также 

активацию  пути  GCN2-ATF4,  что  способствуют  синтезу  L-аспарагина.  c-MYC 

(cellular  myelocytomatosis  oncogene)  –  протоонкоген,  функционирующий  как 

фактор  транскрипции;  ERK (Extracellular  signal-regulated  kinase)  –  активируемая 

внеклеточными сигналами киназа. Адаптировано по материалам статьи Pathria et al. 

[109].
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Снижение уровня L-аспарагина за счёт расщепления L-АСНазой приводит к 

снижению активности mTORC1. Снижение активности mTORC1, в свою очередь, 

влияет на  функционирование Т-клеток,  что приводит к  уменьшению продукции 

интерферона-гамма  (IFN-γ),  окислительному  стрессу  в  иммунных  клетках 

микроокружения  опухоли  и  нарушению  противоопухолевого  иммунитета.  Это 

позволяет  раковым  клеткам  избежать  атаки  иммунных  клеток  [108].  Было 

показано,  что  воздействие  на  регуляторные  Т-клетки  с  помощью  L-АСНазы  и 

ингибиторов  контрольных  точек  может  повысить  эффективность  терапии. 

Доказана  эффективность  применения  слитого  белка  L-АСНазы  и  эластина  в 

комбинации с антителом к белку запрограммированной клеточной гибели-1 (aPD-1, 

Programmed cell Death protein 1) [110]. 

В более позднем исследовании было обнаружено, что активированный путь 

MAPK ингибирует  деградацию  протоонкогена  c-MYC (протоонкоген, 

функционирующий как фактор транскрипции), опосредованную гликогенсинтазой 

киназой-3 бета (GSK3-β), и повышает уровень ATF4 (Рис. 9). Повышенные уровни 

c-MYC могут  поддерживать  клетки  меланомы  в  адаптации  к  ограничению  L-

аспарагина,  способствуя  поглощению  незаменимых  аминокислот  и  активности 

mTORC. Мутации в онкогене BRAF играют важную роль в индукции ATF4. BRAF 

обеспечивает индукцию ATF4, активируя mTOR и eIF4B. В отличие от пути MEK-

ERK, этот сигнальный путь остаётся временно активным даже во время лечения 

ингибиторами  BRAF [109].  Подобная  регуляция  реакции  на  истощение 

аминокислот  наблюдается  в  раке  легких  c мутантным  KRAS (протоонкоген, 

представитель семейства белков Ras), где KRAS регулирует экспрессию ATF4 для 

поддержания гомеостаза аминокислот [111]. 

Среди других типов солидных опухолей, устойчивых к действию L-АСНаз, 

можно выделить колоректальные карциномы, для которых характерна повышенная 

экспрессия  АСНС и  повышенный  уровень  L-аспарагина.  Уровень  L-аспарагина 

поддерживается в основном за счет сигнального пути KRAS/PI3K/AKT/mTORC1 и 

высокой  экспрессия  транскрипционного  фактора  SRY-box  12  (SOX12,  sex-

determining  region  Y  (SRY)-box).  В  то  же  время  опухолевый  супрессор  TP53 

отрицательно  влияет  на  экспрессию  АСНС  и  прогрессирование  опухоли  [112]. 

Особенно  устойчивыми  к  действию  L-АСНазы  являются  колоректальные 
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карциномы  с  мутациями  гена  аденоматозного  полипоза  толстой  кишки  (APC, 

adenomatous polyposis coli) или β-катенина, которые встречаются у 85% пациентов 

с  данным  типом  рака.  Мутации  APC избирательно  активируют  β-катениновую 

ветвь  сигнального  пути  WNT ниже  по  течению  от  гликогенсинтазакиназы  3-

зависимого  белка  (GSK3,  glycogen synthase kinase 3-dependent protein).  GSK3 

способен фосфорилировать большое количество клеточных белков, приводя к их 

убиквитинированию  и  деградации,  в  результате  чего  постоянно  синтезируется 

свободный  L-аспарагин,  который предотвращает  гибель  опухолевых клеток  при 

воздействии  L-АСНазой.  Тем  не  менее,  селективное  ингибирование  GSK3  в 

сигнальном пути  WNT в  колоректальных карциномах с  мутациями  APC или β-

катенина приводило  к  гибели  опухолевых  клеток  [113].  Другим  механизмом 

устойчивости  колоректального  рака  к  действию  L-АСНазы  служит 

макропиноцитоз. В клетках колоректального рака с мутациями KRAS дефицит L-

аспарагина  активирует  запуск  макропиноцитоза  для  восстановления 

внутриклеточного  уровня  L-аспарагина  за  счёт  расщепления  альбумина. 

Ингибирование  макропиноцитоза  снижает  скорость  пролиферации  таких  клеток 

[114]. 

Одним из  механизмов,  который может  активироваться  в  злокачественных 

клетках для выживания при обработке L-АСНазой, является аутофагия. Аутофагия 

возникла  в  ходе  эволюции как  процесс,  необходимый для  выживания  клеток  в 

условиях  дефицита  питательных  веществ,  в  том  числе  аминокислот. 

Возникновение  аутофагии  после  обработки  L-АСНазой  описано  при  остром 

миелоидном  лейкозе,  хроническом  миелоидном  лейкозе  и  в  клетках  некоторых 

солидных опухолей  [91].  В опухолевых клетках (ОЛЛ и некоторых других) при 

действии L-АСНазы аутофагия регулируется через сигнальные пути AKT/mTORC 

и ERK. AKT блокирует аутофагию через активацию mTOR. mTOR, в свою очередь, 

ингибирует белки, запускающие аутофагию, через фосфорилирование. Активация 

пути  ERK наоборот  положительно  регулирует  аутофагию.  Ингибирование 

фосфорилирования  ERK снижает  уровень  белка  LC3  II (Light Chain 3  II, 

мембраносвязанной формы белка  LC3,  ассоциированного с  аутофагосомой),  тем 

самым  подавляя  аутофагию  [115].  В  исследовании  на  клеточных  линиях 

аденокарциномы лёгких А549 и H1975 с низкой экспрессией АСНС было показано, 
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что  L-АСНаза может не только активировать начальную стадию аутофагии, но и 

запускать позднюю стадию аутофагии и повышенную экспрессию белка  LC3  II. 

Кроме  того,  после  обработки  клеток  аденокарциномы  легких  L-АСНазой  было 

выявлено  увеличение  уровня  АФК,  который  определял  как  цитотоксичность  L-

АСНазы, так и запуск аутофагии. При этом, при добавлении ингибитора аутофагии 

хлорохина к клеткам, обработанным L-АСНазой, значительно повышалась гибель 

опухолевых  клеток  за  счёт  накопления  L-АСНазы  в  клетках  аденокарциномы 

лёгкого  и  значительного  повышения  уровня  АФК.  В  то  же  время  добавление 

ингибитора АФК N-ацетил-цистеина снижало эффективность действия L-АСНазы 

и  супрессировало  аутофагию  [91].  В  исследованиях  на  клетках  ОЛЛ, 

глиобластомы, рака яичников и колоректального рака также было выявлено, что 

ингибирование  аутофагии путём введения  хлорохина  в  сочетании  с  L-АСНазой 

усиливает ингибирование роста клеток [103]. 

1.8. Конъюгаты L-аспарагиназ

Ограничения, связанные с использованием нативных форм  L-АСНаз, были 

частично преодолены путём иммобилизации L-АСНаз на различные носители [37] 

(Рис. 10). 

Органические  носители  занимают  ведущее  место  в  иммобилизации  L-

АСНазы. Их можно разделить на два основных класса: природные и синтетические 

носители.  В  качестве  природных  материалов  используют  нетоксичные, 

биосовместимые  и  биоразлагаемые.  Их  реактивные  функциональные  группы 

(такие, как амино- и гидроксильные группы) легко модифицировать. В литературе 

описаны  такие  природные  носители  для  L-АСНазы  как  целлюлоза,  декстран, 

крахмал, инулин, альгинат, хитозан, альбумин, желатин, коллаген, фиброин шелка 

и  липиды  [116].  Конъюгация  L-АСНазы  и  альбумина  привела  к  повышению 

устойчивости к протеолизу в 20 раз, а также увеличению выживаемости мышей с 

лимфосаркомой в  2  раза  по сравнению с  нативным ферментом  [117].  В другом 

конъюгате  прикрепление  поли(DL-аланиновых)  пептидов  к  остаткам  лизина  на 

поверхности L-АСНазы EwA увеличивало в 100 раз время полужизни фермента в 

плазме у макак-резусов и снижало иммунногенность.
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Рисунок  10. Основные  носители  для  иммобилизации  L-АСНаз. 

Адаптировано по материалам статьи Ulu et al. [116].

В отличие от нативного фермента, модифицированный фермент не вызывал 

реакции IgE или IgG даже после третичной иммунизации [118]. Для получения L-

АСНаз с более длительным действием была разработана и запатентована в 2017 г. 

стратегия  пасилирования  (PASylation®).  В  качестве  носителя  здесь  выступает 

синтетический  полипептид,  состоящий  из  Про-Ала-Сер  (PAS)  аминоксилот, 

которые  в  физиологических  условиях  не  имеют  упорядоченной  структуры  и 

образуют случайную спираль с биофизическими свойствами, похожими на ПЭГ. 

Из-за  химически  инертных  метильных  (Ала)  и  триметиленовых  (Про)  боковых 

групп эти полипептиды не имеют никакой реакционной способности боковой цепи 

[119].

Второй тип органических носителей, используемых для иммобилизации  L-

АСНазы,  –  это  синтетические  носители.  По  сравнению  с  природными 

органическими  носителями  для  этого  класса  материалов  характерны  более 

разнообразные  функциональные  группы,  гидрофобные  и  гидрофильные 

характеристики,  а  также  наличие  свободных  объемов  или  пористых  структур. 

Биосовместимые синтетические носители более предпочтительны для ферментов, 

которые  используются  в  качестве  лекарств.  Наиболее  распространенным 

синтетическим  носителем  для  L-АСНазы  является  ПЭГ –  неионный  полимер  с 

высокой  растворимостью  в  воде  и  биосовместимостью.  ПЭГ  пришивается  к 

поверхностным  лизинам  белка  с  помощью  линкеров  в  процессе,  который 

называется  пэгилированием  [120].  На  основе  конъюгатов  L-АСНаз  и  ПЭГ 

разработано  несколько  коммерческих  препаратов,  описанных  выше.  Благодаря 
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своему  большому  гидродинамическому  объему  полиэтиленгликоли  создают 

экранирующий эффект вокруг пэгилированного препарата, защищая от агрегации, 

ферментативного  расщепления  и  распознавания  клетками  иммунной  системы  и 

увеличивая период полужизни. Клинические исследования онкаспара, в котором 

полимеры ПЭГ конъюгированы сукцинимидил-сукцинатным линкером, показали, 

что эта форма фермента имеет период полураспада в крови в 5 раз больше, чем у 

фермента дикого типа [121].

Стратегия  пэгилирования  L-АСНаз  улучшена  в  нескольких  работах  для 

предотвращения потери активности, вызванной диссоциацией фермента, а также 

высокой  степени  полидисперсности  при  стандартном  не  сайт-специфичном 

пэгилировании.  В одной из модификаций пэгилирования использовали цистеин-

направленную  конъюгацию  субъединиц  L-АСНазы.  Рекомбинантные  сайты 

конъюгации  цистеина  были  введены  путём  мутагенеза  в  поверхностно-

экспонированные  сайты  белка,  чтобы  избежать  влияния  на  каталитическую 

активность и воздействовать на потенциальные протеолитические и иммуногенные 

эпитопы. Эта модификация стабилизировала тетрамерную структуру  L-АСназы и 

способствовала  повышению  каталитической  активности  в  полтора  раза  [122]. 

Другой  протокол  N-концевого  сайт-специфического  пэгилирования 

оптимизировали  с  использованием  моноПЭГ-АСНазы,  что  позволило  получить 

фермент  с  повышенной  стабильностью  при  хранении  и  устойчивостью  к 

протеолитическому расщеплению [123]. 

Также пэгилирование использовали для получения формы L-АСНазы ErAII 

(крисантаспазы)  с  увеличенным  периодом  полужизни  и  уменьшенной 

имунногенностью.  Было  показано,  что  по  сравнению  с  крисантаспазой, 

пэгилированная крисантаспаза  приводила к  полному истощению  L-аспарагина в 

плазме мышей в течение до 72 ч при дозе, меньшей в 50 раз. У мышей, получавших 

ПЭГ-р-крисантаспазу,  специфические  антитела  против  фермента  не 

обнаруживались [124]. В работе Torres-Obreque и др. [125] для увеличения времени 

полужизни нативной крисантаспазы разработан процесс сайт-специфического  N-

концевого  пэгилирования  фермента  с  помощью  ПЭГ-N-гидроксисукцинимидила 

(mPEG-NHS).  Модифицированная  крисантаспаза  показала  повышенную 

стабильность  при  высоких  температурах  (55  °C)  и  сохраняла  специфическую 
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активность  при  хранении.  Через  20  дней  специфическая  активность 

пэгилированной  крисантаспазы не  изменялась,  а  нативная  крисантаспаза  теряла 

около 93% специфической активности.

Для  улучшения  свойств  L-АСНаз  применяли  конъюгацию  ПЭГ  с 

различными  сополимерами,  такими  как  ПЭГ-альбумин  [126];  линейный  ПЭИ 

(полиэтиленимин)-ПЭГ,  ПЭИ,  спермин  [127];  ПЭГ-α-циклодекстрин  [128],  ПЭГ-

хитозан  и  гликоль-хитозан  [129].  ПЭГ-хитозан  и  гликоль-хитозан  были 

конъюгированы с  L-АСНазой  EwA.  Конъюгация  с  разветвленным сополимером 

ПЭГ–хитозан  увеличивала  каталитическую  активность  в  физиологических 

условиях (рН 7,5) в 3–4 раза для  L-АСНазы  [129].  C L-АСНазой  R.  rubrum были 

разработаны  комплексы  с  полиаминами:  линейным  ПЭИ,  разветвленным  ПЭИ, 

ПЭИ-ПЭГ  и  спермином.  Активность  конъюгатов  L-АСНазы  R.  rubrum со 

спермином и ПЭИ-ПЭГ была на 23–30% выше, чем у нативного фермента.  Эти 

конъюгаты обладали более высокой термостабильностью, а конъюгат c ПЭИ-ПЭГ 

был устойчив к трипсинолизу за счёт снижения константы инактивации  [127].  L-

АСНаза EcA II была инкапсулирована в полые сферы из альгинат-привитого ПЭГ-

α-циклодекстрина,  в  результате  чего  увеличилось  сродство  с  субстратом, 

расширился оптимум рН и температур реакции фермента [128]. Кроме комплексов 

с ПЭГ, разработаны комплексы L-АСНаз с поли(метилметакрилат-со-метакриловой 

кислотой)-крахмалом [130] и поли(2-гидроксиэтилметакрилат)-крахмалом [131].

Наряду  с  преимуществами,  ПЭГ  имеет  ряд  недостатков,  таких  как 

иммуногенность и низкая биоразлагаемость, поэтому было разработано несколько 

альтернативных методов конъюгации L-АСНаз с носителями. С целью повышения 

стабильности  и  снижения  побочных  эффектов,  наблюдаемых  у  нативных  и 

пэгилированных  L-АСНаз,  для  иммобилизации  L-АСНаз  также  применяли 

различные наноформуляции – липосомы и наночастицы. Одним из преимуществ 

использования липосом и наночастиц является снижение аллергических реакций, 

поскольку  антигенные  детерминанты  фермента  могут  быть  «замаскированы» 

инкапсуляцией.  L-АСНазу инкапсулировали в липосомах из фосфатидилхолина и 

холестерина  [132], лецитина и холестерина  [133], липосомах, модифицированных 

хитозаном  [134], лецитина-холестерина-DSPE-ПЭГ-2000 (DSPE – 1,2-дистеароил-

sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин)  [135].  Исследования  липосом  [132] в  сыворотке 
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человека,  загруженных  L-АСНазой,  показали,  что  активность  фермента 

сохраняется  через  48  ч  и  составляет  80–90% от  исходной.  Кроме  того,  авторы 

показали, что L-АСНаза в составе липосом менее токсична для нормальных клеток, 

чем  свободный  фермент.  При  иммобилизации  L-АСНазы  на  липосомы, 

модифицированные  хитозаном,  повышалась  устойчивость  фермента  к  действию 

различных денатурирующих факторов, увеличивалось в 12 раз время полужизни и 

в 1,4 раза цитотоксическая активность в отношении клеточной линии рака лёгкого 

H446  по  сравнению  со  свободным  ферментом  [134].  Несмотря  на  все 

преимущества,  использование  липосом  для  иммобилизации  L-АСНаз  имеет 

существенные недостатки, так как липосомы имеют относительно короткий период 

полужизни [136]. 

Неорганические  материалы  широко  используются  для  иммобилизации  L-

АСНаз.  Наночастицы из неорганических материалов с  полым ядром применяют 

для  инкапсулирования  L-АСНаз,  а  в  случае  высокой  удельной  площади 

поверхности  частиц  –  для  конъюгации  фермента  на  поверхности.  L-АСНазу 

иммобилизовали  на  таких  наночастицах,  как  гидрогель-магнитные  наночастицы 

[137];  магнитные  наночастицы,  функционализированные  PVDMA (поли(2-

винил-4,4-диметилазлактоном))  [138];  наночастицы  хитозана-триполифосфата 

[139];  наночастицы  Au/Ni/Au/PEDOT-PPy-COOH  (PEDOT  –  поли  (3,4-

этилендиокситиофен; Ppy – полипиррол) [140]; хлормодифицированные магнитные 

наночастицы  Fe3O4@MCM-41  (MCM-41  –  мезопористый  углерод  со  структурой 

МСМ-41)  [141] и  другие.  Например,  магнитные  наночастицы, 

функционализированные  PVDMA [138] продемонстрировали  высокую  ёмкость 

загрузки  (318  мкг/мг).  Иммобилизованный  фермент  мог  сохранять  более  96% 

активности  после  10  циклов  использований  и  более  73%  активности  после  10 

недель  хранения.  Иммобилизация  L-АСНазы на  магнитные  наночастицы  Fe3O4–

хитозан  приводила  к  увеличению  активности  фермента  в  3  раза  в  слабом 

магнитном поле, а также способствовала сохранению 60,5% исходной активности 

после  16  циклов  использования  [142].  Несколько  наночастиц  разработали  для 

доставки  L-АСНаз  в  клетки  человека.  Например,  были  созданы 

многофункциональные  магнитные  наночастицы  для  совместной  доставки 

эрлотиниба и L-АСНазы в опухолевые клетки яичников под контролем МРТ [143] 
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и  полые  наночастицы  из  мезопористого  материала  [144].  Такие  наночастицы 

обладают несколькими преимуществами: они не влияют на активность фермента, 

защищают его  от  воздействия  различных факторов  и  могут  быть  поверхностно 

модифицированы для улучшения циркуляции и нацеливания in vivo без изменения 

ёмкости нагрузки [144]. Кроме наночастиц, для иммобилизации L-АСНаз широко 

используются  однослойные  и  многослойные  углеродные  нанотрубки. 

Многослойные нанотрубки показали самую высокую ёмкость загрузки L-АСНазы 

(около  90%)  среди  описанных  в  литературе  материалов  для  иммобилизации  L-

АСНаз  [145].  Большинство  носителей  для  L-АСНаз  на  основе  неорганических 

наночастиц всё же не применяются для доставки L-АСНаз в клетки, так как имеют 

высокую  токсичность,  и  у  них  отсутствуют  поверхностые  функциональные 

группы, в отличие от биосовместимых полимеров [142]. 

Для  уменьшения  иммунологических  побочных  реакций  в  качестве 

альтернативы  ПЭГ-L-АСНазам  применяли  инкапсулирование  L-АСНазы  в 

эритроциты (Graspa, эриаспаза)  [70]. Данная стратегия иммобилизации L-АСНазы 

позволяет  сохранять  активность  фермента  при  циркуляции в  крови.  Компанией 

Erytech Pharma S.A. было проведено клиническое исследование (NCT01518517), в 

котором сравнивали эриаспазу со свободной формой L-АСНазы [146]. При лечении 

эриаспазой  наблюдали  пролонгирование  действия  фермента  и  значительное 

снижение частоты возникновения реакций гиперчувствительности у пациентов с 

ОЛЛ.  Кроме  того,  показана  эффективность  эриаспазы  у  пациентов  с  раком 

поджелудочной  железы.  В  исследовании  фазы  IIb эриаспазы  в  сочетании  с 

гемцитабином  или  FOLFOX (лейковорин,  5-фторурацил  и  оксалиплатин)  в 

качестве  терапии второй линии (NCT02195180)  у  пациентов улучшились общая 

выживаемость и медиана общей выживаемости [147]. Тем не менее в дальнейшем 

препарат  не  был  зарегистрирован  комитетом  Европейского  агентства  по 

лекарственным средствам, так как предоставленных данных было недостаточно и 

лекарство содержало другой тип L-АСНазы, нежели тот, который использовался в 

клинических исследованиях [148].
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1.9.  Бактериальная целлюлоза: структура, продуценты и свойства

Бактериальная целлюлоза (БЦ) – это линейный полимер молекул D-глюкозы, 

соединённых  β-(1→4)  гликозидной связью,  синтезируемый несколькими видами 

бактерий. Цепи БЦ преимущественно закручены влево и организованы в волокна, 

содержащие  гидроксильные  группы  на  своей  поверхности.  Кольцо  β-D-

глюкопиранозы  и  все  -ОН группы  играют  важную роль  в  образовании  меж-  и 

внутримолекулярных  водородных  связей  между  соседними  цепями  волокон  БЦ 

[149] (Рис. 11). 

Рисунок  11. Химическая  структура  БЦ.  (А)  Водородные  связи  в  БЦ.  (Б) 

Гликозидные связи в БЦ.

Водородные  связи  и  ван-дер-ваальсовы  силы  способствуют  параллельной 

укладке  молекул  целлюлозы  в  кристаллические  нановолокна.  Волокна  БЦ 

обладают многоуровневой иерархической организацией. Наименьшим элементом 

волокон  БЦ  являются  нанофибриллы  (2–4  нм),  которые  объединяются  в 

микрофибриллы (10–95 нм) и затем макрофибриллы (60–400 нм) [150].

Основными  свойствами  плёнок  БЦ  является  высокое  содержание  воды 

(>90%),  пористость,  большая  площадь  поверхности,  проницаемость  для  газов  и 
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воды  и  простота  функционализации.  Цепи  БЦ  организованы  в 

высококристаллическую (70–90%) нановолокнистую трёхмерную сеть, т.е., имеет 

высокоупорядоченную  структуру  [151].  БЦ  обладает  высокой  механической 

прочностью:  модуль  Юнга  отдельных  волокон  составляет  2  ГПа,  для 

кристаллических  доменов  модуль  Юнга  может  достигать  130  ГПа,  предел 

прочности составляет от 10 до 300 Мпа, удлинение – от 1,5 до 2,0% [150]. 

По сравнению с растительной целлюлозой, БЦ имеет ряд отличий с точки 

зрения  чистоты,  размеров  и  морфологии.  Несмотря  на  то,  что  БЦ имеет  ту  же 

химическую структуру, что и растительная целлюлоза, с молекулярной формулой 

(C6H10O5)n,  БЦ  обладает  высокой  чистотой  из-за  отсутствия  лигнина,  пектина  и 

гемицеллюлозы  [152]. Для производства БЦ отсутствует необходимость сложной 

многоступенчатой очистки,  что делает  ее  более доступной для промышленного, 

прежде  всего,  биомедицинского  применения.  Диаметр  фибрилл  в  БЦ тоньше  и 

составляет 2–4 нм, а диаметр фибрилл для растительной целлюлозы достигает 0,2–

0,5 мкм. БЦ и растительная целлюлоза отличаются степенью полимеризации: для 

БЦ  степень  полимеризации  волокон  составляет  2000–8000,  в  то  время  как  для 

растительной целлюлозы – 10000–15000 [153]. 

Основные продуценты БЦ – грамотрицательные бактерии родов Acetobacter, 

Komagataeibacter,  Azotobacter,  Rhizobium,  Agrobacterium,  Pseudomonas,  Salmonella, 

Alcaligenes,  Enterobacter,  Burkholderia,  Klebsiella,  Escherichia,  Erwinia, 

Agrobacterium,  а также некоторые виды грамположительных бактерий, такие как 

Sarcina ventriculi [154].  Данные  микроорганизмы  способны  внутриклеточно 

синтезировать  биополимер и  выделять  его  через  клеточную стенку  через  поры, 

расположенные  вдоль  продольной  оси  клетки.  Предполагается,  что  бактерии 

производят целлюлозные плёнки для защиты от УФ-излучения и других внешних 

агентов окружающей среды [155].

Продуценты БЦ при биотехнологическом производстве могут расти как в 

динамических  перфузионных  биореакторах,  так  и  в  статических  условиях 

культивирования.  БЦ,  полученная  в  статических  условиях,  представляет  собой 

гелеобразную пленку на поверхности среды (Рис. 12). Пленка играет роль носителя 

для иммобилизации клеток продуцента,  обеспечивая доступ к  границам раздела 

фаз воздух/жидкость, где подача кислорода не ограничена [156]. 
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Рисунок  12. Внешний  вид  БЦ.  Рост  плёнок  бактериальной  культуры  K. 

hansenii при статическом культивировании (А) в колбе на 1000 мл; (Б) Очищенная 

плёнка  БЦ;  (В)  Микрофотография  плёнок  БЦ,  полученная  с  помощью 

сканирующей электронной микроскопии (СЭМ); увеличение 10000.

Плёнки БЦ,  выращенные в статических условиях,  обычно имеет высокую 

кристалличность  и  прочность  на  разрыв.  В  условиях  перемешивания  бактерии 

образуют сферическую аморфную целлюлозу в среде. В отличие от статического 

метода,  выращивание  при  перемешивании  насыщает  питательную  среду 

кислородом  и  обеспечивает  более  быстрый  рост  клеток.  БЦ,  полученная  при 

перемешивании,  имеет  более  высокую  водоудерживающую  способность,  более 

низкий модуль Юнга и кристалличность [157]. Выращивание при перемешивании 

культур способствует повышению эффективности производства БЦ, в то время как 

статические  культуры  поддерживают  генетическую  стабильность  продуцента  и 

обеспечивают высокое качество, размер и форму мембран [158].

Основной  средой  для  выращивания  продуцентов  БЦ  является  среда 

Хестрина-Шрамма (смесь дрожжевого экстракта, пептона и буферных солей) и её 

модификации, а также среды Яманака, Сона и кукурузный экстракт. Питательные 

среды  можно  классифицировать  по  их  предоставлению  различных  источников 

углерода для синтеза БЦ. Самыми распространенными источниками углерода для 

синтеза БЦ являются глюкоза, сахароза, галактоза, фруктоза, глицерин и маннит 

[159].  Для  производства  БЦ  также  используются  фруктовая  мякоть,  фруктовые 

остатки,  целлюлозные  отходы,  текстильные  отходы,  экстракт  чая,  табачный 

экстракт и т.д. [154]. 

Оптимальным диапазоном  pH среды для получения БЦ считается  pH 4–7. 

Чтобы предотвратить накопление кислых соединений (в т.ч. глюконовой кислоты) 
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в  среде,  которое  негативно  влияет  на  структуру  гидрогелей  БЦ,  необходимо 

использовать буфер для стабилизации pH. Температурный диапазон выращивания 

продуцентов БЦ варьируется в зависимости от штамма. Для Komagataeibacter sp. в 

статических условиях оптимален диапазон 25–30 °C, для  Acetobacter xylinum – 28 

°C,  а  для  Acetobacter  senegalensis MA1  требуется  33,5  °C.  Диапазон  28–30  °C 

подходит для Gluconacetobacter sp. RV28, Pseudomonas sp. RV14 и Enterobacter sp. 

RV11. Высокие температуры (> 35 °C) вызывают денатурацию питательной среды, 

а низкие замедляют клеточный метаболизм продуцентов БЦ [160]. 

На  производство  БЦ  также  влияет  скорость  перемешивания.  При  низкой 

скорости  перемешивания  100  об/мин  образуется  однородный  твердый  шарик 

диаметром  0,5–1  см.  При  увеличении  скорости  перемешивания  около  150–250 

об/мин размер БЦ уменьшается, а при 300 об/мин образуются комки неправильной 

формы.  Увеличение  скорости  перемешивания  до  500  об/мин  может  снизить 

количество целлюлозоотрицательных штаммов почти до нуля. Поэтому умеренные 

обороты подходят для оптимального производства БЦ [161]. 

Некоторые исследования показали, что условия культивирования бактерий 

могут влиять на морфологию и структуру БЦ. Например, изменения в источниках 

углерода  и  концентрациях  этанола,  используемых  в  среде  культивирования, 

приводят  к  изменениям  в  микроструктуре  мембран:  пористости  поверхности, 

диаметру волокон и размеру пор [152]. 

Основные процессы, которые протекают в ходе синтеза БЦ бактериальными 

клетками, – это полимеризация и кристаллизация. Эти процессы не зависят друг от 

друга: если кристаллизация затруднена или подавлена, полимеризация всё равно 

продолжается [162].

Бактерии,  продуцирующие  целлюлозу,  метаболизируют  глюкозу  через 

пентозофосфатный  путь  и/или  цикл  Кребса  в  сочетании  с  глюконеогенезом,  в 

зависимости  от  физиологического  состояния  клетки  [162].  БЦ  синтезируется  в 

периплазматическом пространстве  с  помощью набора  ферментов:  глюкокиназы, 

фосфоглюкомутазы, УДФ-глюкозофосфорилазы и целлюлозосинтазы (Рис. 13). 
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Рисунок 13. Механизм биосинтеза  целлюлозы у  Komagataeibacter  xylinus. 

Глюкоза  полимеризуется  с  помощью целлюлозосинтазы в  1,4-глюкановые цепи. 

Остатки глюкозы добавляются к невосстанавливающим концам глюкановой цепи, 

а  восстанавливающие  концы  являются  зарождающимися  полимерными  цепями, 

расположенными вдали от клеток.  ГК – глюкокиназа; ФГМ – фосфоглюкомутаза; 

УДФ  –  уридилдифосфат;  УДФГ  –  уридилдифосфатглюкоза;  УФДГФ  –  УДФГ 

пирофосфорилаза;  C-ди-ГМФ  –  циклическая  дигуановая  кислота;  Г  –  глюкоза. 

Адаптировано по материалам статьи Singhania et al. [154].

Синтез БЦ из субстрата глюкозы включает серию реакций: 

1) превращение глюкозы в глюкозо-6-фосфат ферментом глюкокиназой; 

2)  превращение  глюкозо-6-фосфата  в  глюкозо-1-фосфат  ферментом 

фосфоглюкомутазой; 

3) превращение глюкозо-1-фосфата в УДФ-глюкозу в присутствии УТФ и 

фермента УДФГ-пирофосфорилазы; 

4) перенос остатков глюкозы из УДФ-глюкозы в зарождающуюся цепь  β-

d-1,4-глюкана,  который  полимеризуется  в  БЦ  с  помощью  бактериальной 

целлюлозосинтазы, которая находится в цитоплазматической мембране [163]. 
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После  синтеза  продуцентами  БЦ  подвергают  обработке  для  удаления 

бактериальных клеток, органических кислот, солей, а также остаточных сахаров и 

других компонентов культуральной среды, которые могут быть интегрированы в 

целлюлозную  сеть.  Этот  процесс  очистки  может  быть  выполнен  различными 

методами,  включая  промывку,  центрифугирование,  фильтрацию  и  химическую 

экстракцию [164].

1.10. Бактериальная  целлюлоза  как  носитель  для  терапевтических 

агентов

В  1992  г.  БЦ  признана  FDA «общепризнанным  безопасным»  (Generally 

recognized as safe,  GRAS)  материалом,  который  не  оказывает  неблагоприятного 

воздействия на окружающую среду и здоровье человека. БЦ стабильна в широком 

диапазоне  температур,  что  делает  её  пригодной  для  термической  стерилизации 

[165]. Концентрация эндотоксинов в БЦ после очистки может достигать менее 0,5 

Ед/мл, что соответствует требованиям, предъявляемым к имплантатам [166]. 

Первые  продукты  на  основе  БЦ  появились  в  конце  1980-х  годов,  когда 

бразильская  компания  зарегистрировала  патенты на  БЦ в  качестве  заменителей 

кожи (патенты  WO 08602095,  WO 08908148 и  US 4912049,  Biofill®), а компания 

Johnson & Johnson – патенты на повязки для ухода за ранами (патенты US 4588400 

и US 4655758) [164]. 

БЦ  и  её  композиты  широко  применяются  для  создания  различных 

материалов для регенеративной терапии и тканевой инженерии. На основе БЦ было 

разработано  несколько  коммерческих  продуктов.  BiofillVR,  BioprocessVR,  XCellVR, 

SuperasorbXVR и PrimaCelTM применяются для лечения ран, DermafillTM и GengiflexVR 

используются в качестве имплантируемого каркаса для регенерации тканей  [17]. 

Повязки  для  ран  на  основе  БЦ  способствуют  поддержанию  влажной  среды, 

теплоизоляции  и  эффективной  циркуляции  кислорода  на  поверхности  раны,  а 

также защиту от бактериального заражения и вторичных инфекций [167]. БЦ также 

широко  применяется  в  косметической  промышленности  при  изготовлении 

реологических агентов, загустителей, увлажнителей и масок [168]. 

Наряду с трансдермальными медицинскими изделиями, БЦ является одним 

из популярных материалов, применяемых при создании систем доставки лекарств. 
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БЦ привлекает  внимание исследователей благодаря  большой удельной площади 

поверхности,  нанофибриллярной  структуре,  биосовместимости,  нетоксичности, 

высокой  механической  прочности,  способности  к  контролируемому 

высвобождению  препаратов  с  определенной  скоростью  и  высокой  ёмкости 

загрузки  [17]. Данные характеристики БЦ соответствуют основным требования к 

материалам, применяемым в системах доставки лекарств. В БЦ можно загружать 

различные  виды  фармацевтических  активных  ингредиентов,  включая  малые 

молекулы, большие молекулы и наночастицы [169]. БЦ сама по себе не способна 

вызывать цитотоксических эффектов, а также не препятствует действию лекарств 

[13].  По  сравнению  с  традиционной  таблетированной  формой,  БЦ  может 

применяться  для  доставки  лекарственных  средств  в  гидратированной,  частично 

гидратированной  и  лиофилизированной  форме  [16].  БЦ  используется  для 

разработки  систем  доставки  анестетиков,  антибиотиков,  противоопухолевых 

препаратов, анальгетиков, ферментов, антител и вакцин [170]. Среди коммерческих 

систем  для  доставки  лекарственных  средств  применяется  БЦ  с 

полигексаметиленбигуанидом  (Suprasorb®  X +  полигексаметиленбигуанид)  в 

качестве повязки для ран [171]. 

Существуют различные типы структур БЦ в зависимости от их размера в 

трёх  измерениях.  Среди  данных  типов  можно  выделить  одномерные  (1D, 

нанофибриллы;  два  измерения  в  наномасштабе,  одно  –  в  микромасштабе), 

двумерные (2D,  композитные плёнки;  одно измерение  в  наномасштабе,  два  –  в 

микромасштабе)  и  трёхмерные  (3D,  композитные  гидрогели,  аэрогели;  все  три 

измерения  в  микромасштабе)  структуры  [172].  Например,  нанофибриллы  БЦ 

использовали для загрузки ибупрофена [173] и меченых антител [18]. Композитные 

плёнки БЦ/поли(N-метакрилоилглицин)  использовали  для  доставки диклофенака 

[174].  Гидрогели,  имеющие  в  составе  БЦ,  применяли  для  загрузки  модельных 

белков:  бычьего  сывороточного  альбумина  и  люциферазы  [175],  а  также 

ингибитора  иммунных  контрольных  точек  CTLA-4  (cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4, цитотоксический Т-лимфоцитарно-ассоциированный антиген 4) 

[13]. 

Несмотря на существенные структурные различия загруженных лекарств в 

отношении  размера,  гидро-/липофильности  и  стабильности,  стратегии  загрузки 
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лекарств в БЦ ограничены. На эффективность загрузки лекарств влияет тип БЦ 

(нативная  –  гидратированная,  полусухая  или  лиофилизированная, 

модифицированная)  и  используемый штамм бактерий.  В  основном на  практике 

используют два подхода загрузки в БЦ: в процессе биосинтеза плёнки (in situ) и 

после (постсинтетическая загрузка, ex situ). Первый подход используется реже из-

за  частого  подавления  роста  бактерий  загружаемыми  веществами.  В  случае 

постсинтетической загрузки лекарственные средства включаются в БЦ помощью 

методов сорбции в условиях погружения и перемешивания в течение 24–48 ч [176]

или  путём  встряхивания  (для  белков).  В  некоторых  случаях  высушенная  или 

полувысушенная  БЦ  замачивается  в  растворах  лекарственных  средств,  что 

позволяет расходовать меньшее количество лекарственного средства и приводит к 

более  высокой  эффективности  загрузки.  Во  всех  методах  постсинтетической 

загрузки  включение  растворов  лекарственных средств  в  БЦ происходит  за  счёт 

диффузии и капиллярных сил [171]. 

1.10.1. Системы доставки на основе бактериальной целлюлозы

БЦ  используют  в  качестве  носителя  в  трансдермальных,  пероральных  и 

инъекционных системах доставки лекарственных средств  [177].  Исследования  in 

vitro и  in vivo показали, что БЦ является перспективным носителем особенно для 

трансдермальных  систем  доставки  лекарств.  Использование  БЦ  для  систем 

доставки  такого  типа  имеет  преимущества:  предотвращение  испарения  влаги, 

защита  от  внешнего  загрязнения,  поддержание  тесного  контакта  с  пораженной 

областью, отсутствие прилипания к коже. Трансдермальные системы доставки на 

основе БЦ также способствуют снижению пресистемного метаболизма (то  есть, 

препятствуют метаболизации препаратов ферментами в коже) и систематических 

побочных эффектов, а также повышают эффективность дозировки за счёт контроля 

высвобождения препарата через кожу [178]. На сегодняшний день БЦ в основном 

используется в трансдермальных системах доставки лекарств для заживления ран и 

перевязочных  материалах  [179].  Были  проведены  клинические  испытания 

эффективности местного применения масок для лица на основе БЦ, содержащих 

несколько биоактивных ингредиентов, таких как пептиды, натуральные экстракты, 

масла и биополимеры [180].
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Материалы на основе БЦ применяются также для разработки пероральных 

систем  доставки.  В  отличие  от  таблеток,  БЦ  может  применяться  в 

гидратированной, частично гидратированной или лиофилизированной форме для 

доставки  лекарств  и  имеет  несколько  преимуществ,  таких  как  трехмерная 

нанофибриллярная  структура,  прозрачность,  высокая  водоудерживающая 

способность,  высокая  пористость  и  площадь  поверхности,  отсутствие 

цитотоксичности  [181].  Пероральный тип доставки исследовали для теофиллина 

[181],  фамотидина  и  тизанидина  [182] и  ибупрофена  [183].  Компанией  Axcelon 

Dermacare Inc.  была  предпринята  попытка  использовать  БЦ  для  создания 

пероральных вакцин против бактериальной инфекции Helicobacter pylori [184].

Использование БЦ в качестве системы доставки стоматологических лекарств 

способствует  более  длительному  высвобождению  лекарств  в  полости  рта  по 

сравнению  с  традиционными  методами  доставки  [177].  В  отличие  от  других 

носителей лекарств,  у которых при набухании в воде изменяются свойства,  при 

набухании БЦ сохраняется структурная целостность. При данном типе доставки БЦ 

часто  применяется  в  составе  композитов,  которые  обеспечивают  адгезию, 

достаточную для длительного удержания лекарства  [185]. Аналогично, окисление 

БЦ  различными  химическими  агентами  также  используется  для  увеличения 

времени высвобождения препаратов с последующей деградацией БЦ [177].

БЦ  использовался  для  разработки  нескольких  инъекционных  систем 

доставки  лекарств  –  для  заживления  ран  кожи  [186] и  лечения  опухолей  [18]. 

Трёхмерная  наноструктура  БЦ  обладает  высокой  стабильностью  и  может 

сохранять  свою  первоначальную  форму  после  многократного  сжатия,  что 

обеспечивает ей достаточную гибкость при инъекции [186].

1.10.2. Бактериальная  целлюлоза  для  контролируемого 

высвобождения препаратов

В  настоящее  время  одним  из  направлений  исследований,  связанных  с 

доставкой  лекарственных  средств,  является  создание  носителей,  с  помощью 

которых лекарства высвобождаются с контролируемой скоростью и максимально 

возможной  точностью.  Высвобождение  лекарственного  средства  регулируется 

набуханием носителя, на которое влияют его пористость, размер пор, плотность 

волокон  и  кристалличность.  Контролируемое  высвобождение  способствует 
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поддержанию концентрации препарата в пределах терапевтического окна в течение 

определенного периода времени  [187]. По сравнению с другими гидрогелями БЦ 

имеет ряд преимуществ благодаря вышеописанным физико-химическим свойствам, 

простоте получения, очистки и стерилизации [188]. Например, в исследовании БЦ 

в  качестве  системы  доставки  гидрохлорида  берберина  и  сульфата  берберина 

загрузка препаратов в БЦ могла продлить более чем 4 раза время высвобождения 

препаратов по сравнению с использованием существующих коммерческих систем 

доставки [189]. 

Загрузка  и  высвобождение  лекарственного  средства  из  БЦ  регулируется 

различными параметрами, такими как пористость, размеры пор, удельная площадь 

поверхности, кристалличность и кинетика набухания БЦ. БЦ часто смешивают с 

другими  материалами  для  получения  композитов.  Это  приводит  к  снижению 

пористости  и  способности  к  набуханию  БЦ,  что  помогает  поддерживать 

контролируемое  высвобождение  лекарств.  Свойства  таких  композитов  можно 

изменять,  что  позволяет  использовать  их  в  широком  спектре  биомедицинских 

приложений [190]. 

Большинство систем доставки лекарств, имеющих в составе БЦ, обладают 

двухфазным высвобождением лекарства. Первая фаза характеризуется начальным 

быстрым высвобождением в течение первых 0,5–10 ч.  Вторая фаза медленная и 

может длиться до 24 ч или несколько суток  [177]. При использовании нативной 

формы БЦ обычно наблюдают быстрое высвобождение в течение первых 15 мин, а 

всё  лекарственное  средство  высвобождается  в  течение  1  ч.  Такой  тип 

высвобождения  актуален  в  случае  лекарственных  форм  с  относительно  малой 

молекулярной массой – например, для диклофенака, октенидина, полигексанида, 

серицина шёлка и хлорида бензалкония  [171]. Для замедленного высвобождения 

лекарств  БЦ  используется  в  виде  пленкообразной  матрицы  и/или  одно-  и 

многослойной плёнки [191]. Кроме того, профиль высвобождения препарата из БЦ 

может изменяться в зависимости от методов высушивания БЦ, которые влияют на 

пористость  и  ёмкость  загрузки  препарата.  Например,  лиофильная  сушка  БЦ 

приводит к замедленному высвобождению, в то время как воздушная сушка БЦ 

может  привести  к  быстрому  высвобождению  в  зависимости  от  растворимости 

препарата  [169].  Для  достижения  замедленного  высвобождения  лекарств  также 
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были разработаны различные композиты БЦ с другими полимерами, такими как 

поли-н-изопропилакриламид  [183] поливиниловый  спирт,  хитозан,  альгинат 

натрия,  зеин,  желатин,  пектин  и  другие  [162].  Применение  вышеописанных 

композитов  позволило  значительно  уменьшить  первоначальное  «взрывное» 

высвобождение [162]. Композит, изготовленный из БЦ, полоксамера и антисептика 

октенидина  для  лечения  ран  позволил  добиться  замедленного  высвобождения 

октенидина до одной недели [192]. Также был создан гидрогель из БЦ, альгината, 

хитозана  и  желатина,  который  использовался  в  качестве  капсулы для  доставки 

пробиотических бактерий с пролонгированным направленным высвобождением в 

средах, имитирующих условия желудочно-кишечного тракта человека [193].

На  загрузку  и  высвобождение  лекарств  могут  влиять  размер  и  площадь 

поверхности  БЦ,  концентрации  препарата,  содержание  воды  в  БЦ,  скорость 

встряхивания и время инкубации с БЦ  [194]. Для большинства водорастворимых 

препаратов и малых молекул характерна высокая скорость высвобождения из БЦ. 

Для  более  крупных  гидрофильных  препаратов  характерно  замедленное 

высвобождение  из  БЦ  [176].  Продление  высвобождения  препарата  в  течение 

недель  и  месяцев  или  включение  и  транспортировка  водонерастворимых 

препаратов  требуют  применения  более  сложных  стратегий  загрузки,  таких  как 

химические  модификации  БЦ,  ковалентное  связывание  препаратов  с  БЦ  или 

включение дополнительного диффузионного барьера или системы высвобождения 

[171].

1.10.3. Бактериальная целлюлоза для доставки противоопухолевых 

препаратов

На основе БЦ были разработаны системы доставки лекарств в  различные 

опухоли.  Основным  преимуществом  использования  БЦ  в  качестве  носителя 

противоопухолевых  препаратов  является  способность  локализованной  доставки 

лекарств, что позволяет увеличить концентрацию лекарств в месте опухоли (Рис. 

13) [139]. 
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Рисунок  14. Локализованная  доставка  лекарств  в  опухоли  с  помощью 

композитов БЦ. Изображение получено с помощью программ BioRender, MS Power 

Point и Adobe Photoshop 2022.

Карбоксиметилированную и гидроксипропилированную БЦ использовали в 

качестве носителей для доставки паклитаксела и доксорубицина в перитонеально 

диссеминированные опухоли. При загрузке лекарств в модифицированные формы 

БЦ  значительно  уменьшался  рост  опухоли,  увеличивалась  выживаемость 

животных моделей и снижалась системная токсичность свободных препаратов [19]. 

Для  адресной  доставки  доксорубицина  был  создан  гибридный  композит, 

сочетающий гидрогель  БЦ и  липидные  наночастицы.  В  липидные  наночастицы 

предварительно загружали доксорубицин в катионной и нейтральной форме. Далее 

смесь липидных наночастиц с доксорубицином загружали в БЦ и исследовали  in 

vivo в качестве имплантата на ортотопической мышиной модели рака молочной 

железы. Через 36 дней значительно снижался размера опухоли, частота метастазов 

и  местная  токсичность  препарата  по  сравнению  с  его  свободной  формой  [20]. 

Композиты БЦ с доксорубицином, покрытым магнитными частицами  Fe3O4 были 

разработаны  для  таргетной  доставки  в  опухолевые  клетки  под  воздействием 

статического магнитного поля и лазерного облучения с целью подавления роста 

опухоли  [21].  Нанокомпозит  αPD-1@AuNCs,  состоящий  из  окисленной  БЦ, 

тромбина и золотых наноклеток (AuNC), содержащих антитело против  рецептора 

запрограммированной  смерти  1  (PD-1,  Programmed  cell  death  protein  1), 
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имплантировали для послеоперационного лечения плоскоклеточного рака головы и 

шеи.  Композит  αPD-1@AuNCs индуцировал  пироптоз  под  действием  ближнего 

инфракрасного  облучения,  что  активировало  мощный  противоопухолевый 

иммунный  ответ  за  счёт  увеличения  инфильтрации  Т-клеток  и  снижения 

иммуносупрессивных  клеток  в  сочетании  с  локальным  действием.  Применение 

разработанного  нанокомпозита  эффективно  предотвращало  рецидив  опухоли  в 

послеоперационной модели мышей с плоскоклеточным раком головы и шеи [195]. 

На  основе  БЦ были  разработаны системы доставки  для  контролируемого 

высвобождения  ингибиторов  иммунных  контрольных  точек  для  иммунотерапии 

меланомы.  Применение имплантируемого под кожу гидрогеля БЦ,  содержащего 

антитело к CTLA-4, привело к длительному локальному высвобождению антитела 

к  CTLA-4  в  течение  24-48  ч  и  снижению системного  распределения  антител  в 

сыворотке у мышей [13]. В другом исследовании была разработана инъекционная 

суспензия,  где  на  БЦ  были  иммобилизованы  антитела  к  αPD-L1 (лиганду 

программируемой клеточной смерти 1), меченные радиоактивным йодом (131I), для 

таргетной  доставки  в  клетки  меланомы.  Данная  комбинация  препаратов  была 

выбрана для  синергетического эффекта  радио-  и  иммунотерапии.  Композит  131I-

αPD-L1/БЦ продемонстрировал биосовместимость, длительное удержание антител 

и  иммуностимулирующую  активность  как  in vitro,  так  и  in vivo.  Локальная 

инъекция  131I-αPD-L1/БЦ  не  только  эффективно  ингибировала  рост  первичной 

опухоли,  но  и  подавляла  метастазирование  и  увеличивала  продолжительность 

жизни мышей с опухолями [18]. 

1.11. Методы модификации бактериальной целлюлозы

Несмотря на многочисленные преимущества нативной формы БЦ, она часто 

не подходит для использования в системах доставки лекарственных средств из-за 

необратимой  потери  структуры  после  дегидратации,  в  процессе  которой 

происходит испарение воды из межволоконных пространств. После дегидратации 

трехмерная  полимерная  сеть  не  способна  регенерироваться,  что  снижает  ее 

способность к повторному набуханию  [157]. Кроме того, поскольку нативная БЦ 

имеет  высокопористую  структуру,  она  не  способна  противостоять  свободному 

движению  газов,  растворителей  и  других  малых  молекул,  поэтому  имеет  ряд 

ограничений для большинства систем контролируемой доставки лекарств. Поэтому 
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используют  различные  модификации  БЦ,  которые  улучшают  её  физико-

механические и поверхностные свойства [196].

Основными  подходами  для  модификации  БЦ  являются  in situ и  ex situ 

модификации.  При  модификации  in situ добавляются  экзогенные  молекулы  в 

культуральную среду во время биосинтеза целлюлозы. В случае модификации  ex 

situ включение материалов происходит после биосинтеза и очистки БЦ (Рис. 15) 

[197].

Рисунок 15. Модификации БЦ. (А) В модификации in situ к культуральной 

среде продуцента БЦ добавляются различные функциональные материалы. (Б) При 

модификации ex situ к уже выращенной БЦ добавляются химические вещества или 

полимеры.

1.11.1.  In situ модификация бактериальной целлюлозы

Биосинтетическая  (in situ)  модификация  БЦ  представляет  собой  простой, 

экологически  чистый  метод,  в  ходе  которого  БЦ  комбинируют  с  различными 

веществами,  присутствующими  в  культуральном  растворе.  Эти  вещества 

становятся  частью  сети  фибрилл  БЦ,  в  результате  чего  образуются  композиты 

[198].  В  процессе  in situ модификации  в  БЦ  можно  добавлять  различные 

наночастицы,  биополимеры,  синтетические  материалы.  Другой  способ 
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модификации  in situ заключается  в  замене  источника  углерода  в  процессе 

культивирования продуцента [177]. Преимуществами модификации in situ является 

простота  методики  выполнения,  разнообразие  добавляемых  веществ  и  методов 

биосинтеза  БЦ.  Модификации  in situ применяются  для  изменения  пористости, 

увеличения  механической  прочности  и  повышения  емкости  БЦ  для  загрузки 

лекарств [164].

Для  модификации  in situ применяются  как  водораствормые,  так  и  не 

водорастворимые  вещества  для  придания  различных  свойств  БЦ.  Включение  в 

культуральную  среду  некоторых  водорастворимых  полимеров,  таких  как 

карбоксиметилцеллюлоза  и  метилцеллюлоза,  привело  к  уменьшению 

кристалличности  БЦ,  увеличению  размера  пор  и  термостабильности.  При 

добавлении хитина в среду у БЦ увеличивалась прочность на разрыв и повышалась 

антибактериальная  активность  по  сравнению  с  не  модифицированной  формой 

[199].  Включение  полиэтиленоксида,  поликапролактона,  полигидроксибутирата, 

полигидроксибутират-ковалериаата,  поливинилового  спирта,  Твин  80, 

гидроксипропилметилцеллюлозы  и  крахмала  в  питательную  среду  привело  к 

изменению  размера  пор,  степени  полимеризации,  кристалличности,  диаметру 

волокон и механической прочности БЦ [200]. 

Композиты  ПЭГ-БЦ  использовали  для  быстрого  высвобождения 

анальгетиков. Например, модификация in situ БЦ раствором ПЭГ2000 (4%) привела 

к увеличению пористости и размера пор БЦ, снижению способности к набуханию 

(172% для БЦ и 150% для БЦ-ПЭГ 2000) и снижению скорости набухания. При 

загрузке диклофенака в оба типа матриц происходило быстрое высвобождение в 

течение  первого  часа,  которое  было  выше  при  загрузке  в  ПЭГ-БЦ  (90%)  по 

сравнению  с  нативной  формой  БЦ  (70%)  [200].  Для  создания  системы 

контролируемой  доставки  левофлоксацина  в  процессе  культивирования  к  БЦ 

добавляли  метоксилированный  пектин,  в  результате  чего  в  2  раза  увеличилось 

время  высвобождения  антибиотика  [201].  Для  доставки  доксорубицина  в 

опухолевые клетки была разработана модификация in situ альгинатом натрия. Для 

полученных композитов было выявлено увеличение площади поверхности на 84% 

и увеличение объема пор более чем на 200% по сравнению с нативными пленками 

БЦ.  Кроме  того,  композит  БЦ-альгинат,  содержащий  доксорубицин,  показал 
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высокую  цитотоксическую  активность  в  отношении  клеток  колоректальной 

аденокарциномы человека  HT-29 по сравнению со свободным доксорубицином в 

том же диапазоне концентраций [194].

Основными недостатками модификации БЦ in situ являются необходимость 

подбора условий роста продуцента, сложность включения соединений, нарушение 

структуры БЦ и уменьшение степени набухания полученной плёнки [177].

1.11.2. Ex situ модификация бактериальной целлюлозы

Существуют  две  формы  модификации  ex situ:  химическая  и  физическая. 

Основные преимущества модификации БЦ  ex situ – это широкий спектр методов 

синтеза композитов, возможность использования соединений различной природы и 

сохранение основных структурных характеристик БЦ  [202]. БЦ имеет множество 

гидроксильных  групп,  которые  обуславливают  её  способность  к  химической 

модификации  для  придания  новых  функций.  Основными ограничениями  ex situ 

модификаций  являются  размер  и  природа  экзогенного  соединения,  а  также  его 

неравномерное  распределение.  Кроме  того,  при  физической  модификация  БЦ 

взаимодействие  между  БЦ  и  экзогенным  соединением  слабее  по  сравнению  с 

модификацией in situ [203]. 

1.11.2.1. Физическая модификация ex situ бактериальной целлюлозы

Физическая  модификация  являются  наиболее  широко  используемым 

методом  среди  ex situ модификаций  БЦ  [177] и  применяется  для  доставки 

различных лекарств и при создании повязок для ран. Физическая модификация ex 

situ обычно достигается путём физической абсорбции различных веществ  [178], в 

результате  которой  между  гидроксильными  группами  БЦ  и  адсорбированными 

молекулами возникают сильные водородные связи [204].  Органические полимеры 

и  неорганические  материалы  обычно  используют  в  качестве  поверхностного 

покрытия  для  защиты БЦ от  внешних  воздействий  или  улучшения  свойств  БЦ 

[205].  Например,  для  повышения  загрузки  и  увеличения  длительности 

высвобождения  лекарств  к  БЦ  добавляли  ПЭГ,  что  приводило  к  увеличению 

размера пор и повышения водопоглощающей способности [206]. В работе Paradee 

и  др.  разработаны  гидрогелевые  композиты  полипиррол-пектин-БЦ  для 

трансдермальной  доставки  ибупрофена  [207].  По  сравнению  с  нативной  БЦ  у 
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разработанных композитов улучшились механические свойства  и  увеличивалось 

время высвобождения ибупрофена.

Другим  методом  физической  модификации  является  сшивка  БЦ  при 

облучении  электронным  пучком,  рентгеновским  излучением  или  гамма-

излучением. Этот подход основан на образовании свободных радикалов, которые 

приводят  к  образованию  обратимой  сшивки  между  гидроксильными  группами 

соседних  цепей  БЦ  [208].  В  одной  из  работ  БЦ,  облученную  гамма-лучами, 

использовали для доставки тетрациклина [209].

1.11.2.2. Химическая модификация ex situ бактериальной целлюлозы

В  процессе  химической  модификации  БЦ  обрабатывается  химическими 

реагентами для изменения её химической структуры и придания новых свойств. 

Химические  модификации  БЦ  в  основном  происходят  в  аморфных  областях  и 

глюкопиранозиде  [177].  В  отличие  от  физической  абсорбции,  химическая 

модификация  структуры  БЦ  приводит  к  постоянному  высвобождению  и  более 

длительному действию лекарств  [210]. Основными химическими модификациями 

БЦ для иммобилизации лекарственных препаратов являются сшивка,  окисление, 

силанирование и аминирование.

Модификация БЦ путём сшивания возможна за счёт наличия гидроксильных 

функциональных групп в БЦ. При сшивании связываются либо две гидроксильные 

группы  одной  молекулы  целлюлозы  или  две  или  более  гидроксильных  групп 

соседних  молекул  целлюлозы  [211].  Сшивание  волокон  БЦ  предотвращает 

разрушение её структуры в процессе сушки и улучшает поглощение воды, поэтому 

данную  модификацию  часто  применяют  для  увеличения  загрузки  и 

пролонгирования  действия  различных  лекарств.  Сшивание  БЦ  может  быть 

достигнуто  с  помощью  физических  и  химических  процессов,  при  этом 

необратимые связи образуются только в случае химической сшивки. В качестве 

сшивающих  агентов  для  БЦ  применяют  те  же  сшивающие  агенты,  что  и  для 

растительной целлюлозы [149]. 

БЦ,  сшитую  лимонной  кислотой  в  присутствии 

динатрийфосфат/бикарбоната  натрия,  применяли  для  доставки  антисептика  на 

основе октенидина [212]. Композит БЦ, сшитый альгинатом натрия, применяли для 
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доставки  поли(гексаметиленбигуанид)  гидрохлорида  [213].  БЦ,  графен  оксид  и 

желатин и сшивали тетраэтилортосиликатом для доставки куркумина [214]. 

Перспективной  химической  модификацией  БЦ  является  окисление,  с 

помощью которого  на  поверхность  БЦ вводят  карбоксильные  или  альдегидные 

функциональные группы [215]. Для окисления БЦ применяют перекись водорода, 

перйодат  натрия,  персульфаты,  перманганаты,  2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-

оксил  (TEMПO),  диоксид  азота,  диоксид  хлора,  фосфорные  кислоты.  В 

зависимости от типа окислителя, температуры,  pH и продолжительности реакции 

могут  быть  получены  новые  физико-химические  свойства  окисленной  БЦ. 

Установлено,  что  включение  карбоксильных  групп  в  целлюлозу  увеличивает 

гидрофильность и улучшает способность удерживать лекарство  [216]. Окисление 

БЦ  смесью  фосфорной,  азотной  кислот  и  нитрита  натрия  с  последующей 

адсорбцией цефалексина применяли для создания антибактериального материала с 

длительным высвобождением [217]. Окисление БЦ перйодатом натрия применяли 

для иммобилизации на БЦ папаина  [218] для обработки ран. Иммобилизованный 

папаин обладал повышенной термостабильностью и пролонгированным действием 

по сравнению с нативным ферментом. БЦ, окисленную ТЕМПО, применяли для 

загрузки  сульфадиазина  серебра  [219] и  хлорамфеникола  [220] для  получения 

композитов с высокой антибактериальной активностью. 

Поскольку  в  БЦ  отсутствуют  аминогруппы,  их  необходимо  вводить  с 

помощью  специальных  методов.  Один  из  подходов  заключается  в  добавлении 

аминосилановых соединений, например, 3-аминопропилтриэтоксисилана (APTES) 

или 3-глицидилоксипропилтриметоксисилана (GPTMS) для получения первичных 

аминогрупп в БЦ [221]. Аминосиланирование БЦ применяли для контролируемого 

высвобождения кетопрофена и ибупрофена. Модификация БЦ с помощью APTES 

привела к наибольшему высвобождению препаратов в растворе желудочного сока 

[222].  Силанирование  и  активацию  полученных  аминогрупп  с  помощью 

глутарового  альдегида  применяли  для  иммобилизации  пероксидазы  хрена,  в 

результате чего относительная активность иммобилизованного фермента была на 

90% выше, чем у свободного фермента [24]. 

Другим  способом  введения  аминогрупп  в  БЦ  являются  реакции 

аминирования, достигаемые путём воздействия вторичных или третичных аминов 
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или соединений, вводящих аминогруппы, что облегчает конъюгацию БЦ с другими 

молекулами.  Аминирование  с  помощью  гидроксида  аммония  применяли  для 

конъюгации БЦ с авидин-биотин  β-галактозидазой для разработки направленной 

системы доставки препаратов в опухолевые клетки [223]. 

1.12. Методы иммобилизации белков на бактериальную целлюлозу

Материалы  на  основе  БЦ  имеют  большие  перспективы  для  улучшения 

фармакодинамики и фармакокинетики белков,  а  также повышения стабильности 

ферментов  [177]. БЦ применяли в качестве носителя для иммобилизации белков 

для создания перевязочных материалов, каркасов в тканевой инженерии, доставки 

антител, иммобилизации ферментов [224]. 

Иммобилизация  белков  на  БЦ  может  быть  достигнута  с  помощью  ряда 

физических методов (адсорбция, инкапсуляция) и химических методов (сшивание 

и  ковалентное  связывание)  (Рис.  16).  Обратимым  методом  является  адсорбция, 

необратимыми  –  инкапсуляция,  поперечная  сшивка  белка  и  ковалентное 

связывание  [224].  Методы  физической  иммобилизации  относительно  просты  и 

экономичны по сравнению с химическими методами иммобилизации, в то время 

как  при  ковалентном связывании  достигается  более  устойчивое  взаимодействие 

белков с носителем [225]. 

Рисунок  16. Методы  иммобилизации  белков  на  БЦ.  Физические  методы 

включают адсорбцию и инкапусляцию. Химические методы включают ковалентное 

связывание и поперечную сшивку белка. 
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Адсорбция

Адсорбция  белков  на  поверхности  БЦ  обычно  осуществляется  за  счёт 

водородных  связей,  солевых  мостиков,  ван-дер-ваальсовых  сил, 

электростатических и гидрофобных взаимодействий. При связывании с носителем 

при адсорбции нативная трехмерная структура белка не изменяется [226]. Степень 

адсорбции  белков  на  БЦ  зависит  от  характеристик  физико-химических 

характеристик  БЦ,  на  которые  в  свою  очередь  влияют  время  культивирования 

продуцента БЦ и состав среды [227]. Эффективность иммобилизации белков в БЦ 

может достигать более 93,5% при физической адсорбции [228]. 

Инкапусляция

В отличие от адсорбции, в данном методе белки физически захватываются 

внутрь матрицы БЦ. Инкапсуляция защищает белки от неблагоприятных условий и 

повышает  их  стабильность  [229].  На  данный  момент  описан  один  случай 

инкапсулирования в БЦ белка соевого изолята и грибного белка для получения 

биокожи [230]. 

Сшивка

Иммобилизация  белка  путём  сшивания  заключается  в  химическом 

соединении групп белковых молекул, в результате которого образуется стабильная 

ковалентная  связь  [231].  Сшивание  белков  происходит  посредством  реакции  со 

свободными аминогруппами остатков лизина на соседних молекулах ферментов. 

Это приводит к образованию олигомеров или полимеров посредством как меж-, так 

и  внутримолекулярной  альдольной  конденсации,  при  этом  конкретный  тип 

сшивания зависит от  pH [225]. Белок обычно адсорбируется на носителе, а затем 

сшивается  с  использованием  бифункциональных  или  многофункциональных 

агентов.  Этот  метод  повышает  стабильность  белка  и  снижает  его  десорбцию с 

носителя  [232].  Одним  из  наиболее  используемых  сшивающих  агентов  для 

иммобилизации  белков  на  БЦ  является  глутаровый  альдегид  благодаря  его 

доступности и широкомасштабному использованию.  С помощью данного метода 

на БЦ были иммобилизованы различные ферменты и желатин [233].

Ковалентное связывание

Иммобилизация  белков  с  помощью  ковалентного  связывания  более 

стабильна, чем физическая адсорбция, так как при таком подходе белки надежно 
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прикрепляются  к  поверхности  ковалентными  связями.  Ковалентное  связывание 

характеризуется  высокой  эффективностью загрузки  белков  и  является  наиболее 

эффективным подходом иммобилизации ферментов для увеличения стабильности. 

С  другой  стороны,  при  ковалентном  связывания  белков  с  носителем  основной 

проблемой является  сохранение  нативной конформации и  активности.  В  случае 

ферментов  при  ковалентном  связывании  иногда  может  возникнуть  частичная 

потеря каталитической активности или инактивация фермента [234].

При  ковалентном  связывании  белка  с  носителем  происходит  связывание 

остатков аминокислот (–NH2,  –COOH, –SH) белка с функциональными группами 

носителя.  Гидроксильные  группы  на  поверхности  целлюлозы  могут  не  могут 

напрямую взаимодействовать с функциональными группами белков. Поэтому для 

иммобилизации  белков  добавляют  химические  агенты  для  активации 

гидроксильных групп целлюлозы. Существует два метода функционализации БЦ. 

Первый метод подразумевает добавление аминогрупп к поверхности целлюлозы, 

которые могли бы вступить в реакцию с карбоксильными (COO-) группами. Второй 

подход  предполагает  введение  альдегидной,  карбоксильных  или  эпоксидных 

групп,  которые  могут  вступать  в  реакцию  с  аминогруппой  (–NH2)  [235].  В 

результате активированные группы целлюлозы (карбоксильная или альдегидная) 

могут взаимодействовать с аминогруппами белка. Основными методами, которые 

используются  функционализации  БЦ,  являются  окисление  БЦ  [215] и 

силанирование [24]. Ковалентное связывание применяли для иммобилизации на БЦ 

антител, ферментов и белков клеточного матрикса [224].

Подводя  итог  данной  главы,  следует  отметить,  что  L-АСНаза  является 

ключевым  ферментом,  используемым  в  качестве  препарата  первой  линии  для 

лечения ОЛЛ и ОМЛ, а  также обладает клиническим потенциалом для лечения 

солидных опухолей. Однако клеточные линии солидных опухолей глиобластомы, 

аденокарциномы  легких,  карциномы  печени,  карциномы  молочной  железы, 

аденокарциномы  простаты,  карциномы  желудка  и  меланомы  также  проявляют 

чувствительность  к  L-АСНазам  in vitro,  а  трижды  негативный  рак  молочной 

железы, колоректальный рак, рак поджелудочной железы, карцинома печени –  in 

vivo. Чаще всего высокая чувствительность к L-АСНазам связана с низким уровнем 

экспрессии  АСНС,  гиперметилированием  промотора  АСНС,  воздействию  на 
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ключевые  пути  регуляции  клеточного  роста  и  апоптоза,  или  ингибированию 

активности комплекса  mTORC1. Применение  L-АСНаз в свободной форме часто 

ограничено из-за их нестабильности, быстрой инактивации, высокой токсичности и 

побочных  эффектов,  а  также  присутствия  механизмов  резистентности  у 

опухолевых клеток. Однако применение конъюгатов  L-АСНаз показало большую 

эффективность  in vivo.  В  связи  с  этим,  разработка  новых  носителей  для 

иммобилизации L-АСНаз, способных повысить стабильность и сохранить при этом 

цитотоксическую  активность  ферментов,  имеет  актуальное  значение.  БЦ 

характеризуется высокой биосовместимостью, отсутствием токсичности, высокой 

степенью  чистоты  и  возможностью  модификации  различными  методами. 

Иммобилизация  ферментов  на  плёнках  БЦ  способствует  увеличению  их 

стабильности и защищает от быстрой инактивации различными денатурирующими 

факторами. Таким образом, БЦ можно рассматривать в качестве перспективного 

носителя  для  иммобилизации  L-АСНаз  для  повышения  их  стабильности  и 

повышения продолжительности действия. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1.  Получение  инокулята  штамма-продуцента  бактериальной 

целлюлозы

В качестве продуцента БЦ использовали штамм  Komagataeibacter hansenii 

(K.  hansenii,  ранее известный как  Gluconacetobacter hansenii),  приобретенный во 

Всероссийской  коллекции  промышленных  микроорганизмов,  регистрационный 

номер ВКПМ  B-11239 и  штамм  K.  hansenii GH-1/2008,  регистрационный номер 

ВКПМ В-10547  во  Всероссийской  коллекции  промышленных микроорганизмов, 

предоставленный  Громовых  Т.А  (ФГАOУ  ВО  «Московский  политехнический 

университет», г. Москва). В ампулу с лиофилизированным штаммом добавляли 0,4 

мл  среды  Хестрина-Шрамма:  10  г/л  глюкозы  (Sigma-Aldrich,  США),  5  г/л 

дрожжевого экстракта (PanReac Applichem, Испания), 5 г/л мясного пептона (Диа-

M, Россия), 2,7 г/л Na2HPO4 (PanReac Applichem, Испания) и 1,15 г/л моногидрата 

лимонной  кислоты  (Merck Millipore,  Германия).  Клетки  суспендировали  и 

переносили в 5 мл среды Хестрина-Шрамма и инкубировали при температуре 27 oC 

в течение 3 дней. 

Для  получения  колоний,  синтезирующих  БЦ,  суспензию  клеток, 

выращенных в  течение  3  дней,  переносили на  чашки Петри  с  агаризированной 

средой  Хестрина-Шрамма  (концентрация  агара  15  г/л)  и  выращивали  при 

температуре  27  °C в  течение  3  дней.  Двадцать  отдельных  колоний, 

продуцирующих  БЦ,  помещали  в  5  мл  среды  Хестрина-Шрамма  и  отдельно 

выращивали в  15 мл пробирках в  статических условиях при 27 °C в течение 5 

суток. После образования плёнок на поверхности среды пробирки с инокулятом 

переносили в холодильник на 4 С и хранили в течение 3 месяцев.

2.2. Получение плёнок бактериальной целлюлозы

Нативные плёнки БЦ получали путём культивирования инокулята штаммов 

K.  hansenii GH-1/2008  ВКПМ  В-10547  или  ВКПМ  B-11239.  Стационарное 

жидкофазное  культивирование  продуцентов  БЦ  K.  hansenii проводили  в  среде 

Хестрина-Шрамма. Жидкие питательные среды (200 мл) разливали в плоскодонные 
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колбы объемом 1000 мл и стерилизовали автоклавированием при температуре 120 

°C и давлении 101 кПа в течение 30 мин. После охлаждения в питательные среды 

добавляли  1  мл  инокулята  штамма-продуцента с  титром  4,5–5  ×  108 

колониеобразующих единиц в мл (КОЕ/мл) и 1 мл 99% этилового спирта. 

В каждую лунку 24-луночных планшетов добавляли по 2 мл полной среды с 

клетками и проводили культивирование в течение 24–180 ч при 25 °C в термостате 

до  образования  полимерной  плёнки.  Плёнки  БЦ  собирали  каждые  12  ч  для 

получения плёнок разной толщины. Для очистки бактерий от питательной среды 

плёнки БЦ промывали три раза в дистиллированной воде и инкубировали в буфере 

для очистки (150 мМ NaCl, 0,1% додецил сульфат натрия, рН 7,0) в течение 3 дней. 

Через 3 дня промывали 10 раз в дистиллированной воде и автоклавировали при 

температуре  120  °C и  давлении  101  кПа  в  течение  30  мин.  Плёнки  хранили  в 

стерильной дистиллированной воде при температуре 4 °C. 

2.3. Оценка толщины плёнок бактериальной целлюлозы

Толщину  плёнок  измеряли  с  помощью  цифрового  микрометра  INSIZE 

(INSIZE  Co.,  Ltd.,  Китай)  в  десяти  различных  местах  мембраны.  Рассчитывали 

среднее значение и стандартное отклонение толщины плёнок. Дополнительно для 

быстрой  стандартизации  выращенных  плёнок  БЦ  определяли  оптическую 

плотность  (ОП),  которую  измеряли  при  длине  волны  λ=500  нм  в  24-луночных 

планшетах  с  использованием  планшетного  ридера  SuPerMax3000  (Spectrum 

Biotechnology, Китай). Для последующих экспериментов использовали плёнки БЦ 

со стандартным отклонением OП менее 10%.

2.4. Лиофильное высушивание плёнок бактериальной целлюлозы

Лиофилизацию  плёнок  проводили  для  определения  физических 

характеристик  и  химического  состава  плёнок.  Плёнки  предварительно 

замораживали при температуре –18 °C в течение 15 мин, переносили в жидкий 

азоте на 15 мин и затем лиофилизировали в течение 24 ч при температуре –50 °C и 

давлении 0,07 мбар в установке Alpha 2-4 LD Freeze Drier Type 101042 Lab (Christ, 

Германия).
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2.5. Оценка содержания воды и адсорбционной ёмкости для нативных и 

модифицированных плёнок бактериальной целлюлозы

Содержание воды в плёнках БЦ определяли по изменению их массы до и 

после лиофильного высушивания. Процентное содержание воды  [236] в плёнках 

БЦ рассчитывали по уравнению:

Содержание  воды  (%  )=
A - B

A
 ·100 %

где  A – масса влажной плёнки,  B –  масса лиофильно высушенной плёнки. 

Все результаты являлись средними значениями пяти образцов.

Адсорбционную ёмкость измеряли путём погружения плёнок БЦ в буфер 4-

(2-гидроксиэтил)-1-пиперазин этансульфоновой кислоты (HEPES-Na,  0,05  М,  pH 

8,0) на 24 ч при 37 °C. Перед взвешиванием избыток влаги на поверхности плёнок 

БЦ  удаляли  с  помощью  фильтровальной  бумаги.  Адсорбционную  ёмкость 

рассчитывали по уравнению, как описано в работе [237]:

Адсорбционная  ёмкость  (%  )=
W t -  W 0

W 0

 ·100 %

где W0 – масса лиофильно высушенной плёнки (г), Wt – масса той же плёнки 

(г)  через  24  ч  после  инкубации  в  буфере  HEPES-Na.  Все  результаты  являлись 

средними значениями пяти образцов.

2.6.  Иммобилизация  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora на  нативные 

плёнки бактериальной целлюлозы

L-АСНаза  EwA (595  МЕ/мг;  молекулярная  масса  37  кДа;  349 

аминокислотных остатков; GenBank ID: AAP92666.3) была получена в лаборатории 

медицинской  биотехнологии  [44].  Чистота  используемого  фермента  –  98,1%, 

изоэлектрическая точка – 8,1. Иммобилизацию L-АСНазы EwA проводили в 0,05 М 

буфере HEPES-Na (pH 8,0) асептически в ламинарном боксе. Влажные плёнки БЦ 

высушивали при 60 °C в течение 15 мин. Затем частично высушенные плёнки БЦ 

погружали в раствор фермента (0,05 мг/мл, 28 МЕ/мл) и инкубировали при 4 °C в 

течение 12 ч.  Затем плёнки промывали в течение 2 мин в буфере для удаления 

избытка  несвязанного  фермента.  Количество  иммобилизованной  L-АСНазы 

определяли с помощью спектрофотометрии (спектрофотометр  Aquarius CE 7400, 
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Cecil Instruments Ltd.,  Великобритания)  согласно  Dawson и  др.  [238]. 

Эффективность  иммобилизации  L-АСНазы  определяли  как  разницу  между 

исходным количеством белка и количеством в супернатанте после 12 ч инкубации:

Эффективность  иммобилизации  (% )=
Общая  концентрация  иммобилизованного  фермента

Общая  концентрация  загруженного  фермента
 ·  100

%

Ёмкость загрузки фермента на плёнку БЦ оценивали по разнице начальной и 

конечной  концентрации  белка  с  учетом  количества  промывок.  Ёмкость  загрузки 

фермента  (Pi)  определяли  как  количество  иммобилизованной  L-АСНазы  на  грамм 

плёнки БЦ, используя следующее уравнение [239]:

Pi =
 mi  -(C s  ·  V s +Cw ·  V w )  

m  

где  mi –  общее  количество  L-АСНазы  (МЕ),  добавленной  к  плёнке  БЦ,  Cs – 

концентрация  L-АСНазы  (МЕ/мл)  в  супернатанте  после  иммобилизации,  Cw – 

концентрация  L-АСНазы  (МЕ/мл)  в  промывочном  растворе,  Vs –  общий  объем 

раствора  (мл)  на  момент  иммобилизации,  а  Vw –  общий объем (мл)  промывочного 

раствора, m – масса (г) плёнки БЦ.

2.7. Получение композита бактериальной целлюлозы и хитозана 

Хитозан  солянокислый  (средняя  молекулярная  масса  7  кДа,  степень 

деацилирования  80%;  предоставлен  Федеральным  исследовательским  центром 

«Основы биотехнологии»  РАН,  Москва,  Россия)  растворяли в  1%-ном растворе 

CH3COOH и  выдерживали  20  мин  до  полного  растворения.  Затем  готовили 

растворы хитозана в  концентрациях 0,05;  0,1;  0,5  или 1%. Влажные плёнки БЦ 

(продуцент K. hansenii ВКПМ B-11239) помещали в 24-луночный планшет и к ним 

добавляли по 1 мл растворов хитозана на 1, 2, 3 или 6 ч. Плёнки БЦ с хитозаном 

инкубировали на шейкере при 37 °С и постоянном перемешивании со скоростью 

100 об/мин. Далее к плёнкам БЦ-хитозан добавляли 0,5 мл водного раствора 1% 

глутарового альдегида (рН 7,0) (neoFroxx, Германия) для сшивки молекул хитозана 

и  инкубировали  при  23  ºС  в  течение  1,  2,  3  или  4  ч  в  статических  условиях. 
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Иммобилизацию  EwA (0,05  мг/мл,  28  МЕ/мл)  проводили,  как  описано  для 

нативных плёнок БЦ.

2.8. Окисление плёнок бактериальной целлюлозы с помощью TEMПO 

Плёнки  БЦ,  используемые  для  окисления,  были  получены  путём 

культивирования  инокулята  штамма  K.  hansenii ВКПМ  B-11239.  Для  окисления 

плёнок БЦ с использованием 2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил)оксила (ТЕМПО, 

Рис. 17) их помещали в 19 мМ раствор ТЕМПО (Macklin, Китай) и 12 мМ  KBr 

(Sigma-Aldrich, США), охлажденного до 4 °C и инкубировали при 4 °C в течение 1 

ч при постоянном перемешивании со скоростью 750 об/мин. 

Рисунок  17. Схема  реакции  окисления  БЦ  с  помощью  ТЕМПО. 

Гидроксильные группы при атоме C6, окисленные ТЕМПО, показаны красным. L-

АСНаза (показана в  виде темного круга)  связывается с  окисленной целлюлозой 

своими аминогруппами, образуя ковалентную связь.

Затем  в  реакционную  смесь  медленно  добавляли  5  мл  5  мМ  NaClO4 

(Ленреактив,  Россия)  и  инкубировали  при комнатной температуре  в  течение  80 

мин, поддерживая рН на уровне 10,5. После этого окисленные плёнки промывали 

96% этанолом в течение 1 мин и промывали водой в течение 1 ч на шейкере при 

скорости  150  об/мин.  Далее  плёнки  переносили  на  24-луночный  планшет  и 

предварительно инкубировали с 10 мМ буфером 2-(N-морфолино)этансульфоновой 

кислоты (MES-Na, Serva, Германия; pH 5,0) в течение 30 мин на шейкере при 150 

об/мин  при  комнатной  температуре.  Затем  карбоксильные  группы  плёнок  БЦ, 

окисленных  ТЕМПО  (ТЕМПО-ОБЦ),  активировали  в  реакции  с  1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимидом  (EDC,  Macklin,  Китай)  и  N-

гидроксисукцинимидом  (NHS,  Macklin,  Китай)  [240] для  последующей 

иммобилизации  L-АСНазы.  Плёнки  инкубировали  с  раствором  EDC/NHS (0,12 

M/0,06 M) в свежем буфере MES (pH 5,0) в течение 1 ч и промывали водой. Затем 
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окисленные плёнки инкубировали с ферментом. Иммобилизацию L-АСНазы EwA 

проводили по процедуре, описанной для нативных плёнок БЦ.

2.9. Окисление плёнок бактериальной целлюлозы с помощью NaIO4 

Реакцию окисления плёнок БЦ с использованием NaIO4 проводили согласно 

схеме, представленной на рисунке 18 [241]. 

Рисунок  18. Сехема  реакции  окисления  БЦ  с  помощью  NaIO4. 

Гидроксильные группы при атомах С2 и С3, окисленные NaIO4, показаны красным. 

L-АСНаза (показана в виде темного круга) связывается с окисленной целлюлозой 

своими аминогруппами, образуя ковалентную связь. 

Влажные  плёнки  БЦ,  выращенные  в  течение  72  ч,  погружали  в  0,92  л 

раствора KCl/HCl (50 мМ раствора KCl + 0,2 М раствора HCl) при 25 °C на 24 ч. 

Далее образцы переносили в 200 мл свежего раствора  KCl/HCl (50 мМ раствора 

KCl + 0,2 М раствора  HCl), к которому добавляли  NaIO4 (Chemstore, Россия) до 

конечной концентрации 1% (w/v). Реакцию окисления проводили в темноте при 45 

°C при  постоянном перемешивании  (105  об/мин)  в  течение  5  ч.  После  этого  к 

реакционной  смеси  добавляли  14  мл  этиленгликоля  (Экос-1,  Россия)  для 

нейтрализации  избытка  NaIO4 и  инкубировали  на  шейкере  в  течение  1  ч  с 

постоянным  перемешиванием  со  скоростью  150  об/мин.  Затем  плёнки  БЦ, 

окисленные NaIO4 (NaIO4-ОБЦ), промывали в течение 3 ч деионизированной водой 

и инкубировали с L-АСНазами. Иммобилизацию L-АСНаз (0,05 мг/мл, 28 МЕ/мл), 

полученных в  лаборатории медицинской биотехнологии,  –  EwA [44],  R.  rubrum 

[64], Thermococcus sibiricus (T. sibiricus) [242], а также коммерческого препарата E. 

coli («Веро-аспарагиназа»)  проводили  по  процедуре,  описанной  для  нативных 

плёнок БЦ.
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2.10.  Инфракрасная  спектроскопия  нативных  и  модифицированных 

плёнок бактериальной целлюлозы

Для анализа химического состава нативных и модифицированных плёнок БЦ 

была проведена инфракрасная (ИК) спектроскопия. Плёнки перед анализом были 

предварительно  лиофилизированы.  Спектры  плёнок  БЦ,  БЦ-хитозан,  TEMПO-

OБЦ,  NaIO4-ОБЦ  и  плёнок  с  иммобилизованным  ферментом  были  записаны  в 

диапазоне 800–4000 см−1 с использованием спектрофотометра МИКРАН-3 (Simex, 

Россия). Спектральное разрешение составляло 4 см−1 в режиме 40 сканирований.

2.11.  Оценка  морфологии  нативных  и  модифицированных  плёнок 

бактериальной целлюлозы

Микрофотографии  нативных  и  модифицированных  плёнок  БЦ  были 

получены  с  помощью  СЭМ.  Плёнки  были  предварительно  лиофилизированы. 

Плёнки покрывали золотым напылением и исследовали с помощью настольного 

электронного  микроскопа  Hitachi TM3030  (Hitachi Ltd.,  Япония).  Изображения 

образцов были получены при ускоряющем напряжении 15 кВ и увеличении 500, 

2500 и 5000.

2.12.  Определение ферментативной активности L-аспарагиназы Erwinia 

carotovora и подбор оптимального реакционного буфера 

Ферментативную активность L-АСНазы EwA количественно определяли по 

скорости образования продукта реакции (ионов аммония) при заданных условиях. 

Одна  международная  единица  фермента  (МЕ)  представляет  собой  количество 

фермента,  необходимое для превращения 1 мкмоль  L-аспарагина в 1 мкмоль  L-

аспарагиновой  кислоты  и  1  мкмоль  NH3 в  минуту  при  37  °C.  Концентрацию 

определяли  NH3 с  использованием  колориметрического  анализа  в  реакции 

несслеризации [243]. Активность  EwA, адсорбированной на нативные плёнки БЦ, 

измеряли в буферных растворах (все 50 мМ, pH 8,0): натрий-боратном, Tрис-HCl, 

HEPES-Na,  пиперазин-N,N′-бис(2-этансульфоновая  кислоте)  (PIPES-Na)  и  3-(N-

морфолино)пропансульфоновой кислоте (MOPS-Na) после инкубации в течение 20 

мин при 37 °C в присутствии 40 мМ L-аспарагина. 
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2.13.  Определение  активности  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora, 

иммобилизованной  на  нативные  плёнки  бактериальной  целлюлозы, 

выращенные в течение различного времени

Исследование активности  L-АСНазы EwA, иммобилизованной на нативные 

плёнки  БЦ  путём  физической  адсорбции,  проводили  в  течение  180  мин  в 

присутствии  40  мМ  L-аспарагина  при  37  °C.  Плёнки  с  иммобилизованным 

ферментом, выращенные в течение 48, 72 и 96 ч, инкубировали в 50 мл 0,05 М 

буфера  HEPES-Na (pH 8,0). Каждые 10 мин отбирали 100 мкл буфера, в которых 

измеряли концентрацию аммиака. После каждого отбора проб в среду инкубации 

добавляли 100 мкл свежего буфера (Рис. 19А). 

Способность  иммобилизованной  на  нативные  плёнки  БЦ L-АСНазы EwA 

сохранять активность в присутствии субстрата оценивали при последовательной 

смене буфера. Плёнки БЦ с адсорбированным ферментом инкубировали в 10 мл 

буфера  HEPES-Na (pH 8,0), содержащего 40 мМ  L-аспарагина в течение 10 мин. 

Затем отбирали пробу объемом 100 мкл и измеряли в ней концентрацию аммиака, 

после чего плёнку с ферментом переносили в свежий буфер (Рис. 19Б).

Скорость высвобождения  L-АСНазы  EwA in vitro из нативных плёнок БЦ 

определяли путём инкубации плёнки с иммобилизованным ферментом в 50 мл 50 

мМ буфера HEPES (pH 8,0) без L-аспарагина в течение 4 ч при 37 °C. Каждые 20 

мин отбирали 600 мкл пробы, в которой определяли активность EwA, как описано 

выше. После каждого отбора проб в среду инкубации добавляли 600 мкл свежего 

буфера  (Рис.  19В).  По  измерению  активности  EwA определяли  скорость 

высвобождения фермента.

Для  изучения  поддержания  скорости  высвобождения  EwA плёнки  БЦ  с 

иммобилизованной EwA инкубировали в 10 мл буфера без субстрата и каждые 20 

мин  переносили  в  свежий  буфер.  По  изменению  уровня  активности  EwA 

определяли скорость высвобождения фермента (Рис. 19Г).
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Рисунок  19. Схема  определения  активности  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  нативные  плёнки  БЦ,  выращенные  в  течение  различного 

времени. (А) Схема эксперимента по определению общей активности  L-АСНазы 

EwA, иммобилизованной путём физической адсорбции на плёнки БЦ. (Б) Схема 

эксперимента по определению способности L-АСНазы EwA, иммобилизованной на 

плёнки  БЦ,  сохранять  активность  в  присутствии  L-аспарагина.  (В)  Схема 

эксперимента по определению высвобождения  L-АСНазы  EwA из плёнок БЦ по 

измерению её активности. (Г) Схема эксперимента по определению активности L-

АСНазы EwA после высвобождения из плёнок БЦ.

2.14.  Оценка  скорости  высвобождения  L-аспарагиназы  Erwinia 

carotovora из плёнок бактериальной целлюлозы и бактериальной целлюлозы, 

модифицированной хитозаном

Для оценки скорости высвобождения иммобилизованной L-АСНазы EwA из 

плёнок БЦ и БЦ–хитозан проводили следующий эксперимент. Плёнки с ферментом 

инкубировали в 25 мл буфера HEPES (50 мМ, pH 8,0) в течение 24 ч. Каждый час 

отбирали  300  мкл  пробы,  в  которую  добавляли  L-аспарагин,  инкубировали  в 
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течение  5  мин,  после  чего  определяли  активность  фермента  методом  прямой 

несслеризации (Рис. 20). 

Рисунок 20. Схема определения высвобождения L-АСНазы из плёнок БЦ и 

БЦ-хитозан. 

2.15.  Кинетические модели высвобождения  L-аспарагиназы из  плёнок 

бактериальной целлюлозы и бактериальной целлюлозы, модифицированной 

хитозаном

Данные о количестве L-АСНазы EwA, высвободившейся из плёнок БЦ и БЦ–

хитозан,  использовали  для  построения  кинетических  моделей  высвобождения 

(Табл. 2) [244]. Для определения наиболее подходящей модели высвобождения L-

АСНазы  EwA для  нативных  плёнок  БЦ  и  плёнок  БЦ-хитозан  был  рассчитан 

коэффициент  регрессии  (R2).  Для  описания  механизма  высвобождения  EwA из 

плёнок  определяли  коэффициент  диффузии  (n),  характеризующий  различия  в 

скорости  высвобождения  EwA из  плёнок  БЦ  и  БЦ-хитозан.  Для  расчёта  n 

применяли модель Корсмейера–Пеппаса. 
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Таблица 2. Кинетические модели для оценки профиля высвобождения EwA

Кинетическая 

модель

Уравнение Обозначения, используемые в уравнении

Нулевого 

порядка

Qt  =  Q0 - K 0 · t Qt –  оставшееся  количество 

лекарственного вещества в лекарственной 

форме в момент времени t;

Q0  –  начальное  количество  препарата  в 

лекарственной форме;

K0 – константа скорости высвобождения 

нулевого порядка.

Первого 

порядка
log Qt = log Q0 -

K 1

2,303
Qt –  оставшееся  количество 

лекарственного вещества в лекарственной 

форме в момент времени t;

Q0 –  начальное  количество  препарата  в 

лекарственной форме;

K1 – константа скорости высвобождения 

первого порядка.

Хигучи Qt =  K H · t Qt –  количество  препарата, 

высвобождаемого во времени t;

KH – константа скорости высвобождения 

Хигучи.

Корсмейера-

Пеппаса

M t

M ∞  
=  K·tn Mt/M∞  –  доля  препарата, 

высвобождаемая в момент времени t;

K –  кинетическая  константа,  которая 

включает  структурную/геометрическую 

информацию  о  системе  доставки  и 

лекарственном средстве;

N –  показатель  диффузионного 

высвобождения;  предоставляет 

информацию о возможном механизме(ах) 

высвобождения  лекарственного  средства 

в действии.
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Хиксона-

Кроуэлла
Q0    

1
3

  

-  Qt    

1
3

 

=  K s · t
Qt –  оставшееся  количество 

лекарственного вещества в лекарственной 

форме в момент времени t;

Q0 –  начальное  количество  препарата  в 

лекарственной форме;

Ks – константа скорости высвобождения, 

учитывающая соотношение «поверхность 

– объём».

2.16. Определение влияния денатурирующих факторов на стабильность 

L-аспарагиназ,  иммобилизованных  на  плёнках  окисленной  бактериальной 

целлюлозы

Влияние повышенных температур на ферментативную активность L-АСНаз, 

иммобилизованных  на  плёнки  TEMПO-OБЦ  или  NaIO4-ОБЦ,  исследовали  в 

следующих диапазонах: EwA – 40–60 °C; R. rubrum – 50–70 °C; E. coli – 60–80 °C; 

T. sibiricus – 80–100 °C.

Ферменты, иммобилизованные на плёнки ОБЦ, помещали в 25 мл 50 мМ 

буфера HEPES-Na (pH 8,0) и предварительно нагревали на водяной бане в течение 

10–60 мин, после чего добавляли  L-аспарагин до конечной концентрации 40 мМ. 

Активность L-АСНаз как в свободной форме, так и иммобилизованной на плёнки 

ОБЦ, измеряли методом несслеризации каждые 30 мин. Для этого отбирали 100 

мкл  образца,  добавляли  100  мкл  реактива  Несслера  и  измеряли  ОП  на 

микропланшетном ридере при длине волны 540 нм (Рис. 21). 

Для изучения влияния pH на активность L-АСНазы EwA, иммобилизованной 

на плёнки ОБЦ, фермент инкубировали при 37 °C в течение 1,5 ч в 50 мл 15 мМ 

цитратно-фосфатно-боратного  буфера  (Na-цитрат,  Na2HPO4,  H3BO3-NaOH), 

содержащего 15 мМ L-аспарагина при pH от 4 до 11. Свободную форму L-АСНазы 

EwA инкубировали в течение 5 мин. Активность фермента определяли методом 

несслеризации. 
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Рисунок  21. Схема  эксперимента  по  определению  температуры 

термоинактивации L-АСНазы.  L-АСНазу, иммобилизованную на плёнки TEMПO-

OБЦ  или  NaIO4-OБЦ,  предварительно  инкубировали  при  40–60  °C в  буфере 

HEPES-Na в  течение  10  мин,  после  чего  добавляли  40  мМ  L-аспарагина. 

Активность измеряли методом Несслера каждые 30 мин инкубации.  Свободную 

форму L-АСНазы в той же концентрации использовали в качестве положительного 

контроля.

Влияние  ионов  металлов  на  активность  иммобилизованной  на  ОБЦ  L-

АСНазы EwA изучали в 50 мл 0,5 мМ буфера HEPES-Na (pH 8,0), содержащего 1 

или 10 мМ ионов одного из металлов (Mg2+, Ca2+, Fe2+, Zn2+, Cu2+, Co2+) и 40 мМ L-

аспарагина.  После 1,5-часового периода инкубации активность  EwA определяли 

методом несслеризации.

Влияние  мочевины  на  активность  иммобилизованной  L-АСНазы  EwA 

определяли  в  50  мМ  буфере  HEPES-Na (pH 8,0)  при  37  °C.  Плёнки  ОБЦ  с 

иммобилизованным ферментом предварительно нагревали в 5 мл буфера в течение 

10 мин при 37 °C. Затем добавляли 2,9 мл 6 М мочевины и инкубировали в течение 

5–55 мин. Затем к раствору добавляли 5 мл 80 мМ L-аспарагина и инкубировали в 

течение 1,5 ч, после чего измеряли активность фермента методом несслеризации.

Эксперимент  по  влиянию  трипсина  на  активность  иммобилизованной  на 

плёнки ОБЦ L-АСНазы проводили в 50 мМ буфера HEPES (pH 8,0) при 37 °C. Для 

иммобилизации  на  OБЦ  готовили  концентрированный  раствор  L-АСНазы  (0,5 

мг/мл, 280 МЕ/мл). Плёнки ОБЦ с иммобилизованным ферментом предварительно 
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инкубировали в течение 10 мин при 37 ºC в 5 мл буфера, затем добавляли 100 мкл 

трипсина  (21  МЕ/мл)  и  инкубировали  в  течение  5–125  мин.  Затем  к  раствору 

добавляли 5 мл 80 мМ  L-аспарагина и инкубировали в течение 1,5 ч, после чего 

измеряли активность EwA методом несслеризации.

2.17.  Тест  на  возможность повторного использования  L-аспарагиназы 

Erwinia carotovora,  иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной 

целлюлозы

Тест  проводили  путём  измерения  активности  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  плёнки  TEMПO-ОБЦ  или  NaIO4-ОБЦ  в  течение  8 

последовательных инкубаций. Для этого плёнки  TEMПO-ОБЦ или  NaIO4-ОБЦ с 

иммобилизованной L-АСНазой инкубировали при 40 °C на водяной бане и каждые 

45  мин  переносили  в  свежий  буфер  HEPES (pH 8,0),  содержащий  40  мМ  L-

аспарагина.  В  конце  каждого  цикла  отбирали  100  мкл  образца  и  измеряли 

активность  фермента  методом  несслеризации.  Затем  ОБЦ с  иммобилизованным 

ферментом извлекали из реакционной смеси и промывали в буфере HEPES (pH 8,0) 

в  течение  5  мин  и  в  500  мл  H2O в  течение  10  мин.  Промытые  плёнки  ОБЦ 

помещали в свежий буфер  HEPES (pH 8,0), содержащий 40 мМ  L-аспарагина, и 

инкубировали повторно.

2.18.  Определение  кинетических  параметров  реакции  L-аспарагиназы 

Erwinia carotovora,  иммобилизованной  на  нативные  и  модифицированные 

плёнки бактериальной целлюлозы

Для гидролиза L-аспарагина под действием свободной и иммобилизованной 

формы L-АСНазы EwA рассчитывали основные кинетические параметры Km и Vmax. 

Кинетические  параметры  определяли  при  40  С,  в  буфере  HEPES (рН  8,0), 

содержащего  L-аспарагин  в  концентрации  100–1000  мкМ  и  концентрации  L-

АСНазы EwA 0,017–0,046 МЕ/мг.  Для оценки параметров  Km и  Vmax использовали 

уравнение Лайнуивера-Берка [245]:

1
V 0

=
K m

V max  ·  [ S ]
+  

1
V max  
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Так  как  в  системе  реакции  кроме  фермента  и  субстрата  присутствовали 

другие компоненты  [246] (в нашем случае – плёнка БЦ),  и система не является 

идеальной,  для  иммобилизованной  L-АСНазы  EwA мы  оценивали  кажущиеся 

значения Km и Vmax.

2.19. Определение цитотоксической активности L-аспарагиназ

Клеточные линии меланомы человека A375, A875, melKor, MelJuso и мыши 

B16F10,  эпидермоидной  карциномы  A431,  карциномы  лёгких  A549, 

колоректальной  карциномы  SW-620  и  фибробласты  WI-38  были  получены  из 

клеточной  коллекции  Российского  онкологического  научного  центра  им.  Н.Н. 

Блохина (Москва, Россия). Клетки, за исключением WI-38, выращивали в полной 

среде  RPMI-1640  с  10%  эмбриональной  телячьей  сывороткой  (ЭБС,  Capricorn 

scientific, Германия). Клетки WI-38 выращивали в полной среде DMEM с 15% ЭБС. 

Культивирование осуществляли при 37 °C в атмосфере с 5%  CO2 и влажностью 

95%.  Для  определения  значения  IC50 клетки высеивали в  96-луночный планшет 

(Wuxi NEST Biotechnology, Китай) с плотностью посева 10 000 клеток на лунку. На 

вторые  сутки  к  клеткам  добавляли  свободный  фермент  EwA в  диапазоне 

концентраций от 0,015 до 15 Ед/мл и культивировали в течение 72 ч, после чего 

оценивали цитотоксичность с помощью колориметрического метода – анализа с 3-

(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромидом  (МТТ).  Расчёт 

значений  IC50 проводился  в  соответствии  с  установленными  уравнениями  для 

выживаемости  клеток,  зависящей  от  концентрации  фермента.  Для  определения 

выживаемости  клеток  измеряли  ОП  формазана  при  длине  волны  540  нм  на 

планшетном ридере SuPerMax3000 (Flash Spectrum, Китай).

Для  определения  продолжительности  действия  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  нативные  и  модифицированные  плёнки  БЦ  (БЦ-хитозан, 

TEMПO-ОБЦ или  NaIO4-ОБЦ), а также  L-АСНаз  E.  coli,  R.  rubrum и  T.  sibiricus, 

иммобилизованных  на  нативные  и  окисленные  плёнки,  клетки  высевали  в  24-

луночный планшет (Kirgen, Хайкоу, Китай) с плотностью посева 50 000 клеток на 

лунку и выращивали в течение 24 ч. Затем в лунки с клетками помещали нативные 

и модифицированные плёнки с иммобилизованными L-АСНазами и инкубировали 

в течение 3 ч, после чего плёнки с ферментом переносили в новые лунки планшета. 

Цитотоксичность иммобилизованных  L-АСНаз оценивали через 72 ч с помощью 
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МТТ-теста.  Оптические  изображения  клеток  получали  с  помощью 

инвертированного микроскопа Biomed 3I (Биомед, Россия).

2.20. Статистическая обработка результатов

Среднее  значение  и  стандартное  отклонение  рассчитывались  для 

количественных данных с использованием программного обеспечения  MS Office 

Excel 2016  с  пакетом  XLSTAT.  Измерения  проводились  в  трёх  или  четырёх 

независимых повторах. Для оценки нормальности распределения применяли тест 

Шапиро-Уилка.  Для  статистической  оценки  различий  между  группами  при 

сравнении двух условий использовали t-критерий Стьюдента; при сравнении трёх и 

более  групп  –  однофакторный  дисперсионный  анализ  (one-way  ANOVA)  с 

последующим  post  hoc  тестом  Тьюки.  Различия  считались  статистически 

достоверными при p < 0,05.
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1.  Влияние  времени  культивирования  продуцента  бактериальной 

целлюлозы на толщину плёнок

При культивировании продуцента в 24-луночном планшете получены плёнки 

БЦ (Рис. 22A) диаметром 16 мм, которые затем были очищены от ростовой среды и 

бактерий  (Рис.  22Б).  Как  и  для  других  бактериальных  штаммов,  процесс  роста 

продуцентов  БЦ  характеризуется  лаг-фазой,  логарифмической  фазой, 

стационарной фазой и фазой гибели, при этом максимальный рост отмечается на 2–

7 сутки [160]. Известно, что в процессе культивирования количество живых клеток 

продуцента БЦ уменьшается по мере того, как плёнка становится толще с течением 

времени [247]. 

Рисунок  22. Фотографии  плёнок  БЦ.  (A)  Плёнки  БЦ,  растущие  в  24-

луночных планшетах. K. hansenii GH-1/2008 культивировали стационарно на среде 

Хестрина-Шрамма  при  25  °C.  (Б)  Плёнка  БЦ  после  очистки  от  бактерий  и 

питательной  среды  (слева),  до  очистки  (посередине)  и  очищенная 

лиофилизированная плёнка (справа).  

В свою очередь, время культивирования и, следовательно, толщина плёнок 

БЦ могут влиять на пористость, содержание воды и способность адсорбировать и 

высвобождать иммобилизованные препараты [248]. Для определения оптимальной 

толщины плёнок для иммобилизации L-АСНазы продуцент K. hansenii GH-1/2008 

выращивали при статическом культивировании в течение 48–180 ч и оценивали 

толщину плёнок с помощью микрометра и измерения оптической плотности (ОП) в 

видимом спектре (Рис. 23, Рис. 24). Как и ожидалось, при выращивании K. hansenii 

GH-1/2008  в  промежутке  от  48  до  144  ч  было  характерно  быстрое  увеличение 
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толщины плёнок, и после 144 ч увеличение было незначительно (Рис. 24). Через 48 

ч толщина плёнки БЦ составляла 0,61 ± 0,02 мм, а через 180 ч культивирования 

наблюдали  максимальную  толщину  плёнок  (2,02  ±  0,07  мм).  Увеличение  ОП 

соответствовало увеличению времени культивирования штамма-продуцента (Рис. 

24). Коэффициент корреляции (r) между ОП и толщиной плёнки составил 0,907 (p 

< 0,001), что указывает на высокое соответствие результатов, полученных разными 

методами. Поэтому далее измерение ОП использовали для быстрой стандартизации 

плёнок БЦ.

Рисунок  23. Фотографии  плёнок  БЦ,  выращенных  в  течение  48–180  ч  и 

очищенных от продуцента и питательной среды. 

Рисунок 24. Влияние времени роста штамма-продуцента на толщину и ОП 

плёнок  БЦ.  (А)  Толщина  плёнок  БЦ,  измеренная  с  помощью  цифрового 

микрометра.  (Б)  ОП  плёнок,  выращенных  в  течение  48–180  ч,  измеренная  при 

λ=500 нм. N = 4.
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3.2.  Влияние  времени  культивирования  продуцента  бактериальной 

целлюлозы на эффективность адсорбции L-аспарагиназы Erwinia carotovora

Доступные  гидроксильные  группы  на  волокнах  БЦ  обеспечивают 

возможность  иммобилизации  различных  ферментов  за  счёт  слабых  химических 

связей и электростатической адсорбции  [249]. Эффективность иммобилизации  L-

АСНаз на плёнки БЦ зависит от  pH среды, определяющей поверхностный заряд 

фермента.  Активность  L-АСНазы,  иммобилизованной  на  БЦ  путём  физической 

адсорбции, была протестирована в буферах Гудса (HEPES, PIPES, MOPS), а также 

в борате натрия и Трис-HCl при 22 °C (все буферы имели рН 8,0).  Для работы 

использовали буферы, имеющие максимальную буферную ёмкость в оптимальном 

диапазоне активности для  L-АСНазы  EwA (pH 8,0). Самая низкая активность  L-

АСНазы  EwA наблюдалась в  буфере  MOPS (0,669 ± 0,030 МЕ/мл),  тогда как в 

HEPES активность была максимальной 1,827 ± 0,143 МЕ/мл (Рис. 25А). Ранее Baicu 

и  соавторы  показали,  что  HEPES проявляет  высокую  буферную  ёмкость  при 

физиологических  значениях  pH [250].  Изоэлектрическая  точка  L-АСНазы  EwA 

составляет 8,1  [44,251], поэтому для иммобилизации фермента путём физической 

адсорбции далее использовали именно буфер HEPES при pH 8,0. 

Для  получения  плёнок  БЦ,  способных  адсорбировать  максимальное 

количество L-АСНазы, выращивали плёнки разной толщины и инкубировали их с 

ферментом.  Для нативных плёнок БЦ,  выращенных в  течение  48  ч,  количество 

адсорбированной  L-АСНазы  EwA составило  19,9  ±  2,8%.  Для  плёнок  БЦ, 

выращенных  в  течение  96  ч,  количество  адсорбированной  L-АСНазы  EwA 

увеличилось  до  84,5  ±  5,7%  (Рис.  25Б),  на  что  могла  повлиять  более  высокая 

толщина плёнок. Следует отметить, что эффективность иммобилизации L-АСНазы 

EwA на плёнки БЦ, выращенные в течение 96 ч была выше, чем ранее описанные в 

литературе данные по иммобилизации L-АСНазы на наночастицы поли(молочной-

со-гликолевой  кислоты)  (PLGA)  (4,8%)  [252] и  ПЭГ  (48,6%)  [253].  При  этом 

количество  иммобилизованной  L-АСНазы  не  отличалось  между  плёнками, 

выращенными в течение 96 ч и 180 ч, что указывает на то, что способность плёнок 

адсорбировать  фермент  не  зависит  напрямую  от  времени  культивирования 

продуцента БЦ.
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Рисунок  25. Активность  адсорбированной  L-AСНазы  EwA в  различных 

буферах и эффективность адсорбции L-AСНазы на плёнки различной толщины. (A) 

Общая  активность  EwA в  различных  буферах.  Активность  0,1  мг  фермента 

определяли  по  детекции  ионов  аммиака  после  инкубации  в  течение  3  мин  в 

буферах  (борат  натрия,  Tris-HCl,  HEPES,  PIPES,  MOPS,  pH 8,0)  при  37  °C с 

помощью несслеризации.  N = 4. *  p < 0,05 относительно H2O (one-way ANOVA с 

последующим  тестом  Тьюки).  (Б)  Процент  адсорбированной  L-АСНазы  на 

нативные плёнки БЦ, выращенные в течение 48–184 ч. 

3.3. Параметры плёнок бактериальной целлюлозы

Для  плёнок  БЦ,  БЦ-хитозан,  ТЕМПО-ОБЦ и  NaIO4-ОБЦ  была  проведена 

оценка основных характеристик плёнок (Табл. 4). При окислении плёнок ТЕМПО 

или  NaIO4 было  выявлено,  что  окисление  БЦ  влияет  на  массу  плёнок.  Для 

окисленных плёнок наблюдали уменьшение массы на 18% и 20% по сравнению с 

массой  нативных  плёнок  БЦ  и  БЦ-хитозан  соответственно.  Это  соотносится  с 

данными  других  авторов.  Ранее  процесс  окисления  был  идентифицирован  как 

потенциальный  фактор,  способствующий  уплотнению  слоёв  в  БЦ  [241]. 

Наибольшая  адсорбционная  ёмкость  была характерна  для  плёнок  БЦ–хитозан  и 

была в 1,6 раза выше, чем для нативных плёнок БЦ, в 2,1 раз выше, чем для плёнок 

ТЕМПО-ОБЦ  и  в  6,7  раз  выше,  чем  для  плёнок  NaIO4-ОБЦ.  На  увеличение 

адсорбционной ёмкости плёнок БЦ-хитозан могло повлиять увеличение количества 
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пор из-за сшивки молекул хитозана внутри плёнки БЦ.

В  результате  окисления  БЦ,  помимо  массы  и  адсорбционной  ёмкости, 

изменились  значения  ёмкости  загрузки  фермента  в  плёнки.  По  сравнению  с 

нативными  плёнками  БЦ,  ёмкость  загрузки  фермента  увеличилась  на  12%  при 

иммобилизации на  NaIO4-OБЦ и уменьшилась на 27% -  при иммобилизации на 

TEMПO-OБЦ. В то же время для плёнок БЦ-хитозан ёмкость загрузки изменилась 

незначительно, уменьшившись на 10%. Изменения внутренней структуры плёнок 

повлияли  на  эффективность  иммобилизации  фермента.  Наибольшую 

эффективность иммобилизации 84,5 ± 5,7% наблюдали у нативных плёнок БЦ. Для 

плёнок, окисленных ТЕМПО и NaIO4 эффективность иммобилизации снижалась на 

29% и 15%, соответственно. Для плёнок БЦ-хитозан была характерна самая низкая 

эффективность  иммобилизации фермента 52 ± 2%.  Данное явление может быть 

связано с повышенной адсорбционной ёмкостью плёнок БЦ-хитозан (Табл. 4).

Таблица 4. Характеристики плёнок БЦ, БЦ-хитозан и ОБЦ. 

Параметр БЦ БЦ-хитозан ТЕМПО-
ОБЦ

NaIO4-ОБЦ

Масса влажной плёнки, 
мг

402,0 ± 0,9 401,8 ± 0,7 360 ± 8 328 ± 12

Диаметр, мм 16,00 ± 0,07 16,00 ± 0,07 16,00 ± 0,08 14,00 ± 0,08
Толщина, мм 10,0 ± 0,5 10,0 ± 0,4 9,0 ± 1,2 10,0 ± 0,8
Содержание воды, % 99,1 ± 0,1 98, 7 ± 0,1 98,2 ± 0,2 97,2 ± 0,1

Адсорбционная 
ёмкость, %

1745 ± 630 2794 ± 341 1307 ± 23 420 ± 60

Ёмкость загрузки, МЕ/г 144 ± 10 130 ± 6 105 ± 15 161 ± 12
Эффективность 
иммобилизации, %

84,5 ± 5,7 52 ± 2 60 ± 3 72 ± 3

3.4. Исследование морфологии плёнок бактериальной целлюлозы

Тип  пористой  структуры  гидрогелей,  в  том  числе  плёнок,  определяет 

скорость высвобождения загруженных лекарственных средств [254], поэтому было 

важно оценить структуру плёнок БЦ до и после модификации. Морфология плёнок 

БЦ  была  проанализирована  с  помощью  СЭМ.  На  рисунке  26  показаны 

микрофотографии  внутренней  структуры  нативных  плёнок  БЦ,  выращенных  в 

течение 48, 72 и 96 ч. 
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Рисунок 26. Микрофотографии СЭМ микроструктуры плёнок БЦ. Плёнки 

БЦ выращены в течение 48, 72 или 96 ч. Увеличение 500×, 2500× и 5000×.

Нативные  плёнки  БЦ  обладали  трёхмерной  сетчатой  структурой,  как 

описано в литературе и обсуждалось ранее [160,255–257]. В плёнках БЦ наблюдали 

неравномерное распределение целлюлозных волокон. При этом нативные плёнки, 

выращенные  в  течение  48  ч,  имели  ячеистую  структуру,  тогда  как  плёнки, 

выращенные в течение 72 и 96 ч, имели более плотную волокнистую структуру. 

Наличие  волокнистой  структуры  объясняет  высокое  водопоглощение  и 

способность плёнок БЦ, выращенных в течение 72 и 96 ч адсорбировать большее 

количество L-АСНазы, чем плёнки, выращенные в течение 48 ч.

Микрофотографии плёнок БЦ после модификации хитозаном показаны на 

рисунке 27. В отличие от нативных плёнок, у плёнок БЦ-хитозан формировалась 

более плотная структура с  меньшим размером пор (Рис.  27).  Данное изменение 

могло  повлиять  на  повышенную адсорбционную ёмкость  плёнок  БЦ–хитозан  и 

сниженную эффективность иммобилизации (Табл. 4). 
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Рисунок 27. Морфология плёнок БЦ и БЦ–хитозан. (А) Микрофотографии 

СЭМ продольного среза нативных плёнок БЦ–хитозан. (Б) Микрофотографии СЭМ 

продольного среза плёнок БЦ–хитозан. Увеличение 20000×.

Для оценки изменений в структуре плёнок после окисления были получены 

изображения СЭМ. На рисунке 28 представлены микрофотографии поперечного 

среза  плёнок  БЦ  до  и  после  окисления  TEMПO или  NaIO4.  До  окисления  на 

поперечном  срезе  нативных  плёнок  БЦ  характерна  сетчатая  структура  из 

трехмерных переплетающихся фибрилл (Рис. 28А). В отличие от нативных плёнок 

БЦ, плёнки, окисленные  TEMПO, обладали пористой структурой в виде пластин 

или  плоских  лент  (Рис.  28Б).  Плёнки  БЦ,  окисленные  NaIO4 (Рис.  28В),  имели 

высокую степень агрегации фибрилл по сравнению с другими плёнками.  Таким 

образом,  при  модификации  БЦ  путём  окисления  происходило  значительное 

изменение их структуры, что влияло на свойства иммобилизованной L-АСНазы.
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Рисунок  28. Морфология  плёнок  БЦ,  ТЕМПО-ОБЦ  и  NaIO4-ОБЦ. 

Микрофотографии СЭМ поперечного среза (А) нативной плёнки БЦ, (Б) плёнок 

ТЕМПО-ОБЦ, (В) плёнок NaIO4-ОБЦ. Увеличение 500×, 2500× и 5000×. 

3.5.  Инфракрасная  спектроскопия  нативных  и  модифицированных 

плёнок бактериальной целлюлозы с иммобилизованной L-аспарагиназой

Для  подтверждения  химического  состава  нативных  и  модифицированных 

плёнок БЦ [258] и иммобилизации L-АСНазы была проведена ИК-спектроскопия. 

Для нативных плёнок БЦ были характерны следующие полосы: 1) полоса при 3341 

см-1, соответствующая валентным колебаниям ОН групп, 2) полоса при 2895 см -1 

(валентные  колебания  –CH2–  и  –CH–  групп),  3)  полоса  при  1203  см-1 

(деформационные  колебания  –CH–  групп),  4)  полоса  при  1033  см-1  (валентные 

колебания C–O-связи), 5) полосы 1060 см-1 и 1103 см-1 (валентные колебания C–O–

C-связи),  6)  полоса  в  районе  1452  см-1,  соответствующая деформационным 

колебаниям –CH₂– групп (Рис. 29А).
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Для  L-АСНазы были выявлены полосы амида  I (1600–1700 см-1) и амида  II 

(1500–1600 см-1), которые соответствуют поглощению амидных связей  L-АСНазы 

(Рис.  29Б,  Рис.  29В).  При иммобилизации  L-АСНазы на  нативных плёнках  БЦ, 

выращенных в течение 96 ч, наблюдали увеличение интенсивности полосы амида I 

по  сравнению  с  плёнками,  выращенными  в  течение  48  ч  (Рис.  29A),  что 

соответствует более высокой адсорбционной ёмкости плёнок БЦ, выращенных в 

течение 96 ч (Табл. 3).

Рисунок 29. ИК-спектроскопия нативных плёнок БЦ с иммобилизованной 

путём  физической  адсорбции  L-АСНазой.  (A)  ИК-спектры  L-АСНазы, 

иммобилизованной на плёнки БЦ, выращенных в течение 48, 72 или 96 ч. (Б) ИК-

спектры плёнок БЦ, выращенных в течение 96 ч, плёнок БЦ с иммобилизованной 

L-АСНазой и свободного фермента в диапазоне 1000–4000 см−1.  (В) ИК-спектры 

плёнок  БЦ,  выращенных  в  течение  96  ч,  плёнок  БЦ  с  иммобилизованной  L-

АСНазой и свободного фермента в диапазоне 1400–1900 см−1.

ИК-спектры плёнок БЦ-хитозан представлены на рисунке 30А. Спектры БЦ–

хитозан  были  подобны  спектрам  БЦ.  Для  плёнок  БЦ  и  БЦ-хитозан  были 

характерны  следующие  основные  полосы:  1)  полоса  при  3335  см-1, 

соответствующая  валентным  колебаниям  ОН-групп;  2)  полоса  при  2876  см -1, 

характерная  для  валентных  колебаний  –CH2–  групп;  3)  полоса  при  1435  см-1, 

соответствующая деформационным колебаниям –CH– групп  [79]. В спектре БЦ-

хитозан  присутствовали  также  новые  полосы:  1)  полоса  первичного  амина  при 

1589 cм-1, соответстующая NH-группам хитозана; 2) полоса основания Шиффа при 

1682  см-1,  соответствующая  –CH=N–  группе  хитозана.  При  иммобилизации  L-
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АСНазы  на  плёнках  БЦ-хитозан  на  спектре  плёнок  были  видны  характерные 

полосы для L-АСНаз: амид I (1600–1700 см-1) и амид II (1500–1600 см-1). 

На  рисунке  30  (Б,  В)  представлены  ИК-спектры  плёнок  ТЕМПО-ОБЦ  и 

NaIO4-ОБЦ.  У  плёнок  ТЕМПО-ОБЦ  были  выявлены  следующие  изменения  в 

спектре (Рис. 30Б) по сравнению с нативными плёнками: 1) новые полосы при 1600 

см-1 и 1400 см-1, которые соответствуют валентным колебаниям –COOH-групп; 2) 

уменьшение полосы в области 3300 см-1, соответствующей валентным колебаниям 

OH-групп.  Изменения  в  спектре  (Рис.  30В)  были  также  выявлены  для  плёнок 

NaIO4-ОБЦ:  1)  появление новой полосы  в  области 1650 см-1,  соответствующей 

валентным колебаниям  C=O-групп;  2)  полосы валентных колебаний  OH- (3000–

3500 см-1) и –CH– (2900 см-1) групп стали узкими; 3) уменьшились полосы при 1380 

см-1 и 1040 см-1, соответствующие деформационным колебаниям –CH2– и  C–O–C-

связей.  Для  L-АСНазы,  иммобилизованной  на  обоих  типах  плёнок  OБЦ,  также 

были  выявлены новые  полосы:  амид  I (1650  см-1)  и  амид  II (1535  см-1).  Таким 

образом, с помощью ИК-спектроскопии был подтверждён химический состав для 

всех типов плёнок БЦ и присутствие молекулы фермента. 

Рисунок 30. ИК-спектры нативных и модифицированных плёнок БЦ.  (А) 

ИК-спектры  плёнок  БЦ–хитозан  (БЦ–хит)  и  БЦ  с  L-АСНазой  EwA, 

иммобилизованной  путём  физической  адсорбции,  в  диапазоне  3700–2700  см-1 и 

1800–1000 см-1. (Б) ИК-спектры EwA, нативной плёнки БЦ, плёнок TEMПO-ОБЦ и 

TEMПO-OБЦ с иммобилизованной L-АСНазой в диапазоне 3500–2700 см-1 и 1700–

900 см-1. (В) ИК-спектры EwA, нативной плёнки БЦ, плёнок  NaIO4-OБЦ и NaIO4-

OБЦ с иммобилизованной L-АСНазой в диапазоне 3500–2700 см-1 и 1700–900 см-1.
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3.6.  Ферментативная  активность  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora, 

иммобилизованной на нативных плёнках бактериальной целлюлозы 

Для  оценки  активности  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на  нативные 

плёнки БЦ, плёнки с ферментом помещали в буфер с аспарагином и инкубировали 

в  течение  180  мин  (Рис.  19А).  Количество  L-АСНазы  для  иммобилизации  на 

плёнках,  выращенных  в  течение  48,  72  и  96  ч,  предварительно  нормировали  с 

учётом ранее определённой эффективности иммобилизации (Рис. 25Б).  L-АСНаза 

EwA,  иммобилизованная  на  плёнки,  выращенные  в  течение  48  ч,  имела  самую 

низкую  активность  (2,22  ±  0,04  МЕ/мл)  через  180  мин  инкубации  (Рис.  31А). 

Активность  L-АСНазы, иммобилизованной на плёнки БЦ, выращенные в течение 

72  ч,  была  выше  и  составляла  3,16  ±  0,08  МЕ/мл.  Наибольшую активность  L-

АСНазы EwA (5,14 ± 0,14 МЕ/мл) через 180 мин наблюдали при иммобилизации на 

плёнки БЦ, выращенные в течение 96 ч. 

Рисунок 31. Активность L-АСНазы EwA, иммобилизованной на нативные 

плёнки БЦ. Плёнки БЦ были выращены в течение 48, 72 и 96 ч. (А) Изменение 

активности  L-АСНазы,  иммобилизованной  на  плёнки  БЦ,  при  инкубации  с  L-

аспарагином  в  течение  180  мин.  (Б)  Изменение  активности  L-АСНазы, 

иммобилизованной на плёнки БЦ, при смене буфера,  содержащего L-аспарагин. 

(В) Активность L-АСНазы при высвобождении из плёнок БЦ в течение 240 мин 

инкубации  без  L-аспарагина.  (Г)  Активность  L-АСНазы  при  высвобождении  из 

плёнок БЦ при смене буфера без L-аспарагина. N = 4. 

Чтобы  определить  способность  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на 

плёнки  БЦ,  сохранять  активность  в  присутствии  субстрата  после  нескольких 

инкубаций, плёнки каждые 10 мин переносили в новый буфер, содержащий свежий 

субстрат  (Рис.  19Б).  При  иммобилизации  L-АСНазы  EwA на  плёнки  БЦ, 

выращенные  в  течение  48  ч,  максимальную  активность  иммобилизованного 
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фермента (2,57 ± 0,06 МЕ/мл) наблюдали после 4 смен буфера (Рис. 31Б), после 

чего происходило постепенное снижение активности вплоть до 12-й смены буфера. 

L-АСНаза, иммобилизованная на плёнки БЦ, выращенные в течение 72 ч, обладала 

максимальной активностью после 4-й смены буфера (2,24 ± 0,16 МЕ/мл),  после 

чего  активность  постепенно  падала  вплоть  18-й  смены  буфера.  Максимальную 

ферментативную активность для  L-АСНазы  EwA, иммобилизованной на плёнки, 

выращенные  в  течение  96  ч,  наблюдали  после  8-й  смены  буфера  (1,99  ±  0,21 

МЕ/мл).  При  этом  при  иммобилизации  L-АСНазы  на  плёнки,  выращенные  в 

течение 96 ч, было показано наиболее длительное время сохранения активности 

фермента вплоть до 24-й смены буфера. Длительное сохранение ферментативной 

активности после нескольких инкубаций при иммобилизации  L-АСНазы  EwA на 

плёнки БЦ, выращенные в течение 96 ч, может быть связано с большей толщиной и 

массой  этих  плёнок.  Таким  образом,  активность  иммобилизованной  L-АСНазы 

EwA напрямую зависела от времени выращивания плёнок БЦ.

При  длительной  инкубации  с  субстратом  L-АСНазы  могут  терять  свою 

активность  вследствие  накопления  продуктов  реакции,  закисления  буфера  или 

денатурации  белка.  В  связи  с  этим  был  проведён  эксперимент,  в  котором 

оценивали  скорость  высвобождения  L-АСНазы  EwA из  плёнок  БЦ,  инкубируя 

плёнки с адсорбированным ферментом в течение 4 ч в отсутствие субстрата (Рис. 

19В).  Каждые  20  мин  отбирали  пробу,  в  которой  оценивали  ферментативную 

активность  L-АСНазы,  и  по  изменению  ферментативной  активности  судили  о 

скорости высвобождения фермента.  Наиболее быструю скорость высвобождения 

L-АСНазы  EwA наблюдали  при  иммобилизации  на  плёнки  БЦ,  выращенные  в 

течение 48 ч. Максимальную скорость высвобождения фермента наблюдали через 

80 мин инкубации, когда активность фермента достигла 0,63 ± 0,04 МЕ/мл, после 

чего выходила на плато (Рис. 31В). Плёнки, выращенные в течение 72 ч, показали 

умеренную  скорость  высвобождения  L-АСНазы:  наибольшую  скорость 

высвобождения наблюдали через 140 мин, когда активность  EwA в реакционной 

смеси достигала 0,92 ± 0,06 МЕ/мл. Наиболее медленную скорость высвобождения 

L-АСНазы наблюдали при иммобилизации на плёнках БЦ, выращенных в течение 

96 ч. Максимальную скорость высвобождения в данном случае наблюдали через 
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180 мин, когда активность фермента в реакционной смеси достигала 1,22 ± 0,08 

МЕ/мл.

Для  изучения  поддержания  скорости  высвобождения  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной на нативные плёнки БЦ, плёнки с ферментом каждые 20 мин 

переносили  в  свежий  буфер  без  L-аспарагина  (Рис.  19Г).  L-АСНаза  EwA, 

иммобилизованная на плёнки БЦ, выращенные в течение 48 ч, показала наиболее 

быструю скорость высвобождения. При 3-й смене буфера (Рис. 31Г) её активность 

достигала  максимума  1,39  ±  0,18  МЕ/мл,  после  чего  происходило  быстрое 

снижение  активности  фермента  вплоть  до  6-й  смены  буфера.  Для  L-АСНазы, 

иммобилизованной  на  плёнки  БЦ,  выращенные  в  течение  72  ч,  наблюдали 

среднюю скорость высвобождения. Максимальную активность  L-АСНазы 1,00 ± 

0,11  МЕ/мл наблюдали при 4-й  смене  буфера,  после  чего  активность  фермента 

снижалась и наблюдалась до 9-й смены буфера. При иммобилизации L-АСНазы на 

плёнки, выращенные в течение 96 ч, наблюдали наиболее длительное постепенное 

время высвобождения.  Максимальную активность иммобилизованной  L-АСНазы 

наблюдали с 3 до 9-й смены буфера, после чего активность снижалась вплоть до 

11-й смены буфера. Таким образом, скорость высвобождения иммобилизованной 

L-АСНазы EwA также напрямую зависела от толщины пленок БЦ.

3.7.  Подбор  оптимальных  условий  для  получения  композита 

бактериальной целлюлозы и хитозана

Несмотря на преимущества БЦ,  у  нативных плёнок есть  ряд недостатков, 

связанных  с  высокой  пористостью  и  степенью  набухания.  Высвобождение 

лекарственных  агентов  из  такого  типа  матрицы  часто  происходит  с  высокой 

скоростью,  в  связи  с  чем  может  происходить  локальное  высокое  накопление 

препарата, вызывающее токсические эффекты в нормальных тканях [212]. Поэтому 

БЦ  подвергают  различным  модификациям  для  длительного  высвобождения 

лекарственного  средства,  например  органическими  полимерами  [259].  Нами 

предложена  модификация  БЦ  низкомолекулярным  хитозаном  для  физической 

адсорбции  L-АСНаз.  Ранее  данная  модификация  БЦ  не  использовалась  для 

иммобилизации  ферментов.  Для  создания  композита  БЦ-хитозан  плёнки  БЦ 

инкубировали  с  хитозаном,  а  затем  молекулы  хитозана  сшивали  с  помощью 
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глутарового  альдегида.  Известно,  что  сшивка  сети  полимеров  предотвращает 

преждевременную протеолитическую деградацию иммобилизованных препаратов, 

благодаря  повышению  плотности  поперечных  связей,  что,  в  свою  очередь, 

способствует увеличению времени полужизни препаратов в крови [90].

Для создания композита  БЦ-хитозан  проведены  следующие эксперименты 

по  подбору  следующих  условий:  1)  времени  культивирования  плёнок  БЦ;  2) 

концентрации хитозана; 3) времени сшивки хитозана глутаровым альдегидом; 4) 

времени инкубации хитозана с БЦ. При этом оптимальным считали такое условие, 

при котором не наблюдали значительной потери активности через 24 ч L-АСНазы 

EwA,  иммобилизованной  на  плёнки  БЦ-хитозан  по  сравнению  с  ферментом, 

иммобилизованным на нативные плёнки БЦ.

Модификация  плёнок  БЦ  полимерами  изменяет  структуру  плёнок  и 

кинетику  высвобождения  иммобилизованных  препаратов  [203].  Динамика 

высвобождения L-АСНазы EwA из плёнок БЦ-хитозан представлена на рисунке 32. 

Максимальной  скоростью  высвобождения  фермента  обладали  плёнки  БЦ, 

выращенные в течение 72 ч (Рис. 32А), в то время как скорость высвобождения с 

плёнок  БЦ,  выращенных  в  течение  48  ч  и  96  ч,  была  в  2  раза  ниже.  Данный 

результат  можно  объяснить  различием  внутренней  структуры плёнок  БЦ  после 

модификации хитозаном (Рис. 27) и адсорбционной ёмкости плёнок, выращенных в 

течение различного времени. Данные плёнки далее использовали для дальнейших 

модификаций.

При подборе оптимальной концентрации хитозана наибольшую активность 

L-АСНазы наблюдали при иммобилизации фермента на плёнки с концентрацией 

хитозана 0,05% (Рис. 32Б). Оптимальное время инкубации плёнок БЦ и хитозана 

составляло 2 ч (Рис. 32В).  При инкубации плёнок БЦ и хитозана в течение 1 ч 

активность иммобилизованной L-АСНазы EwA снижалась на 8%, в течение 3 ч – 

на 29%, в течение 6 ч – в 12 раз. Ранее было показано, что наибольшее количество 

хитозана проникает в плёнки БЦ при инкубации в интервале 5–20 ч [237,260,261]. 

При  инкубации  плёнок  БЦ  с  хитозаном  в  течение  6  ч,  также,  вероятно, 

адсорбировалось максимальное количество хитозана. В свою очередь, длительная 

инкубация плёнок БЦ с хитозаном могла снижать эффективность иммобилизации и 

скорость высвобождения L-АСНазы. 
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Рисунок 32. Влияние состава и условий разработки композита БЦ-хитозан 

на высвобождение L-АСНазы EwA в течение 24 ч. (А) Время выращивания БЦ (48, 

72  или  96  ч);  (Б)  Концентрация  хитозана  (0,05;  0,1;  0,5  или  1%);  (В)  Время 

инкубации БЦ с хитозаном (1, 2, 3 или 6 ч); (Г) Время инкубации БЦ-хитозан с 

глутаровым альдегидом (1, 2, 3 или 4 ч). N = 4.

Оптимальное время инкубации плёнок БЦ-хитозан и глутарового альдегида 

составило 1 ч (Рис. 32Г). При увеличении времени инкубации до 2–3 ч активность 

иммобилизованной  L-АСНазы  EwA через 24 ч снижалась более чем в 3,5 раза, а 

при увеличении времени инкубации до 4 ч – активность снижалась более чем в 11 

раз.  Исходя  из  этого,  можно  сделать  вывод,  что  длительная  инкубация  с 

глутаровым альдегидом, как и в случае с хитозаном, препятствует эффективной 

иммобилизации  и  последующему  высвобождению  L-АСНазы.  В  то  же  время 

короткая  инкубация  плёнок  БЦ-хитозан  с  глутаровым альдегидом  способствует 

сохранению активности иммобилизованной  L-АСНазы. Подобранное нами время 

инкубации (1 ч при комнатной температуре и нейтральном pH) плёнок БЦ-хитозан 

с глутаровым альдегидом согласуется с данными Monteiro Jr. и соавт. для чистого 

хитозана, где эти условия были также оптимальными для сшивки [262].

После  подбора  условий  получения  композитов  БЦ–хитозан  было 

установлено,  что  оптимальное  время  выращивания  плёнок  БЦ составляет  72  ч, 

концентрация  хитозана  –  0,05%,  время  инкубации  с  хитозаном  –  2  ч,  время 
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инкубации БЦ–хитозан с глутаровым альдегидом – 1 ч. С данными плёнками БЦ–

хитозан проводили дальнейшие эксперименты.

3.8.  Высвобождение  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora из  нативных 

плёнок  бактериальной  целлюлозы  и  бактериальной  целлюлозы, 

модифицированной хитозаном

Для  сравнения  скорости  высвобождения  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной путём физической адсорбции, на нативные плёнки БЦ и плёнки 

БЦ-хитозан,  оценивали  изменение  активности  иммобилизованной  L-АСНазы  в 

буфере  в  течение  24  ч.  Скорость  высвобождения  L-АСНазы  EwA из  плёнок 

нативной  БЦ  была  выше,  чем  с  плёнок  БЦ-хитозан.  Обычно  для  препаратов, 

загруженных в БЦ, характерно двухфазное высвобождение с быстрой первой фазой 

в  течение  нескольких  часов  [177,263].  В  первые  8  ч  L-АСНаза  EwA 

высвобождалась  в  2  раза  быстрее  из  нативных  плёнок  БЦ,  чем  из  плёнок  БЦ-

хитозан (Рис.  32Б).  Это говорит о  том,  что модификация плёнок БЦ хитозаном 

позволяет  избежать  резкого  скачка  высвобождения  L-АСНазы  в  первые  часы. 

Через 24 ч скорость высвобождения с плёнок БЦ и БЦ-хитозан была практически 

одинаковой.  Данный  результат  можно  объяснить  тем,  что  вторая  фаза 

высвобождения лекарств из плёнок БЦ медленная  [177,263]. Различие в скорости 

высвобождения  L-АСНазы  EwA можно объяснить  также  разной адсорбционной 

ёмкостью  плёнок  до  и  после  модификации  хитозаном.  Более  высокая 

адсорбционная ёмкость плёнок БЦ-хитозан [68] способствовала более длительному 

высвобождению  L-АСНазы.  Кроме  того,  при  сшивке  хитозана  глутаровым 

альдегидом образуется новая сетчатая трехмерная структура внутри композита БЦ-

хитозан (Рис. 27) с порами меньшего размера. 

Тем  самым,  при  иммобилизации  L-АСНазы  EwA на  плёнки  БЦ-хитозан, 

характерно более медленное высвобождение фермента, чем при иммобилизации на 

нативные плёнки БЦ. Эти данные согласуются с другим исследованием, в котором 

время  высвобождения  другого  фермента  –  липазы,  иммобилизованной  на 

композитные гидрогелевые шарики БЦ-хитозан, увеличилось более чем в три раза 

[264]. 
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Данные  о  скорости  высвобождения  EwA (Рис.  32Б)  из  плёнок  БЦ и  БЦ-

хитозан  использовали  для  построения  кинетических  моделей  высвобождения 

фермента (Рис. 33). 

Рисунок  33. Кинетические  модели  высвобождения  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной на плёнки БЦ-хитозан или БЦ. Модель (А) нулевого порядка; 

(Б) первого порядка; (В) Хигучи; (Д) Корсмейера-Пеппаса; (Д) Хиксона-Кроуэлла.

Высвобождение  L-АСНазы  EwA из композита БЦ-хитозан соответствовало 

кинетической модели Хигучи (Рис. 33В, Табл. 5), в то время как высвобождение из 

нативных плёнок БЦ – кинетической модели Корсмейера-Пеппаса (Рис. 33Г, Табл. 

5). 

Таблица  5.  Коэффициенты  регрессии  (R2)  для  кинетических  моделей 

высвобождения L-АСНазы EwA в течение 8 ч из плёнок БЦ и БЦ-хитозан 

Кинетическая модель БЦ БЦ-хитозан

Нулевого порядка 0,960 0,928

Первого порядка 0,959 0,948

Хигучи 0,937 0,971

Хиксона-Кроуэлла 0,962 0,915

Корсмейера-Пеппаса 0,985 0,961
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Для модели Хигучи высвобождение  препарата  определяется  диффузией и 

зависит  от  концентрации  загруженного  препарата  [265],  а  в  случае  модели 

Корсмейера-Пеппаса  –  зависит  от  свойств  матрицы  (процессов  релаксации  и 

перестройки при высвобождении загруженного препарата) [266]. 

Анализ  механизма  высвобождения  L-АСНазы  EwA из  плёнок  БЦ  и  БЦ-

хитозан  проводили  с  использованием  модели  Корсмейера-Пеппаса.  Для  этого 

брали  значения  Mt/M∞  до  0,6.  При  высвобождении  L-АСНазы  из  плёнок  БЦ-

хитозан была характерна диффузия, которая подчинялась закону Фика (n < 0,45). В 

то же время для высвобождения фермента из нативных плёнок БЦ была характерна 

не-Фиковская диффузия (0,45 <  n < 0,89). При диффузии по закону Фика время 

релаксации матрицы намного превышает время диффузии растворителя в отличие 

от  не-Фиковской  диффузии,  где  это  время  примерно  одинаковое.  Поэтому  при 

иммобилизации  L-АСНазы  на  плёнки  БЦ-хитозан  происходило  медленное 

высвобождение фермента в течение 24 ч. 

3.9.  Влияние  иммобилизации  на  кинетические  параметры  реакции, 

катализируемой L-аспарагиназой Erwinia carotovora

Для  оценки  Km,  Vmax и  удельной  активности  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  нативные  и  модифицированные  плёнки  БЦ,  оценивали 

кажущиеся  кинетические  параметры,  так  как  при иммобилизации ферментов на 

носителе  на  Km и  Vmax значительно могут  влиять  такие  факторы как  диффузия, 

ограничивающая доступ к субстрату [267], сопротивление массопереносу матрицы 

носителя [268], метод иммобилизации и микроокружение фермента [269].

Кажущаяся  Km линейно зависит от диффузионных ограничений и в случае 

пренебрежимо  малой  диффузии  приближается  к  истинному  значению  Km. 

Кажущаяся  Vmax определяется  по  изменению  глобальной  скорости  реакции  в 

зависимости  от  концентрации  субстрата  в  твердой/жидкой  фазе  [268]. 

Кинетические кривые гидролиза  L-аспарагина  L-АСНазой  EwA представлены  на 

рисунке  34А.  Рассчитанные  кажущиеся  удельная  активность,  Km и  Vmax для 

иммобилизованной L-АСНазы представлены в Табл. 6. 
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Рисунок 34. Графики зависимости скорости реакции свободной L-АСНазы и 

её  иммобилизованных  форм  от  концентрации  субстрата  (L-аспарагина), 

используемые для определения  Km и  Vmax. (А) Кривая Михаэлиса для нативной и 

иммообилизованной  L-АСНазы;  (Б)  Линеаризация  кривой  Михаэлиса  в  виде 

графика Лайнуивера-Берка. Показаны исходные данные экспериментов, без учёта 

количества использованного фермента и времени инкубации.

Таблица 6. Кажущиеся кинетические параметры реакций, катализируемых 

L-АСНазой EwA в свободной и иммобилизованной формах. 

Параметр Свободная 

форма

БЦ-EwA БЦ-

хитозан-

EwA

TEMПO-

ОБЦ-EwA

NaIO4-

OБЦ-EwA

Km, мкM 110 315 719 336 1131

Vmax, мM/мин * 7,3 2,42 3,61 0,78 0,69

Удельная 

активность, МЕ/мг

595 342 433 474 322

* Представлены данные после пересчёта на 1 ME фермента.

По сравнению со свободной формой L-АСНазы EwA значения кажущейся Km 

при иммобилизации на нативные плёнки БЦ были выше в 2,9 раз, в 3,0 раза – при 

иммобилизации  на  плёнки  TEMПO-OБЦ,  в  6,5  раза  –  при  иммобилизации  на 

плёнки  БЦ-хитозан  и  в  10,3  раза  –  при  иммобилизации  на  плёнки  NaIO4-OБЦ. 
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Таким образом, в случае иммобилизации EwA на плёнки БЦ-хитозан и NaIO4-OБЦ 

наблюдали  наиболее  значительное  повышение  кажущейся  Km,  а  при 

иммобилизации на нативные плёнки БЦ и ТЕМПО-ОБЦ – наименее значительное 

повышение кажущейся Km. 

Значения кажущейся Vmax при иммобилизации фермента на нативные плёнки 

БЦ снижались в 3,0 раза по сравнению со свободным ферментом, в 2,0 раза – при 

иммобизации на плёнки БЦ-хитозан, в 9,4 раза – при иммобилизации на плёнки 

TEMПO-OБЦ и в 10,6 раз – при иммобилизации на плёнки NaIO4-OБЦ. Кажущаяся 

удельная активность для  L-АСНазы  EwA, иммобилизованной на все типы плёнок 

БЦ, незначительно снижалась по сравнению с нативной формой EwA. 

Изменение  кинетических  параметров  реакции  для  иммобилизованных  L-

АСНаз  можно  объяснить  тем,  что  по  сравнению  со  свободными  ферментами, 

иммобилизованные  ферменты  часто  проявляют  сниженную  активность  из-за 

ограниченного доступа субстрата  [270], что приводит к повышению у ферментов 

значений Km и снижению Vmax. В других работах при иммобилизации L-АСНаз на 

различные носители также увеличивались значения кажущейся Km по сравнению со 

свободным ферментом. Например, кажущаяся  Km для пэгилированной  L-АСНазы 

ErA (150 мкМ, [125]) была выше в три раза по сравнению со свободным ферментом 

(48 мкМ,  [67]). В одной из работ при иммобилизации  L-АСНазы на нейлоновых 

трубках также было выявлено значительное увеличение кажущейся  Km,  которая 

была выше на три порядка  Km для свободной  L-АСНазы  [269]. Кроме того, при 

ковалентной  иммобилизации  других  ферментов  (липазы  B [271],  лакказы  [272] 

протеазы  [273] и  т.д.)  на  различные носители,  также возрастали значения  Km и 

снижались значения Vmax.

3.10.  Влияние  денатурирующих  факторов  на  стабильность  L-

аспарагиназ,  иммобилизованных  на  плёнках  окисленной  бактериальной 

целлюлозы 

Одним из ключевых факторов эффективного применения терапевтических 

ферментов  является  их  долговременная  стабильность  при  различных  физико-

химических условиях. Немодифицированные ферменты, как правило, не обладают 

оптимальными  характеристиками  для  использования  in vivo вследствие  низкой 
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стабильности в организме человека  [77].  Известно,  что связывание ферментов с 

носителями  может  способствовать  стабилизации  их  структуры  и  обеспечить 

длительное сохранение активности в неоптимальных условиях  [274]. Активность 

при повышенных температурах,  изменении  pH,  в  присутствии различных ионов 

металлов и протеаз, а также других денатурирующих факторов является важным 

критерием  для  характеристики  стабильности  L-АСНаз.  Денатурация  может 

привести  к  полной  потере  активности  L-АСНаз  из-за  диссоциации  субъединиц 

фермента  [275],  в  связи с  чем исследование устойчивости L-АСНаз к действию 

различных  денатурирующих  факторов  рассматривается  как  показатель  их 

потенциальной  стабильности  in  vivo.  L-АСНаза  EwA обладает  низкой 

стабильностью при повышенных температурах (температура инактивации 45  С), 

действии  трипсина  (инактивация  происходит  через  20  мин)  [129] и  коротким 

временем  полужизни  (4  ч).  Ранее  было  показано,  что  при  иммобилизации 

различных  ферментов  на  ОБЦ  может  значительно  увеличиться  стабильность 

ферментов в растворе – например, лакказы [22] и липазы [23]. Поэтому в данной 

работе  для  увеличения  стабильности  L-АСНаз  использовали  ковалентную 

иммобилизацию на  плёнки БЦ,  окисленные  TEMПO или  NaIO4.  Модификацию, 

при  которой  наблюдали  наибольшую  стабильность  L-АСНазы  EwA,  далее 

использовали  для  иммобилизации  L-АСНаз  E.  coli,  T.  sibiricus и  R.  rubrum и 

последующей оценки их стабильности при термоинактивации и протеолитическом 

действии  трипсина.  Также  оценивали  цитотоксическую  активность 

иммобилизованных  ферментов  в  отношении  клеток,  обладающих  низкой 

чувствительностью к действию L-АСНаз.

3.10.1.  Влияние  температуры  на  активность  L-аспарагиназ, 

иммобилизованных на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы

Считается, что ковалентная иммобилизация может привести к образованию 

более  жесткой  структуры  ферментов.  Особенно  повышается  стабильность 

ферментов при многоточечной ковалентной иммобилизации на жёстких матрицах с 

короткой спейсерной связью. Все группы фермента, участвующие при таком типе 

иммобилизации,  сохраняют  своё  относительное  расположение  при  действии 

денатурирующих факторов, так как одна группа не может двигаться независимо от 
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других.  В  результате  этого  предотвращаются  конформационные  изменения  в 

структуре фермента при денатурации [276].

Ранее  также  была  показана  зависимость  между  термостабильностью  L-

АСНаз и их цитотоксичностью  [44], поэтому актуальным является исследование 

термостабильности  L-АСНаз.  Для  определения  термостабильности  свободной  и 

иммобилизованной  на  плёнки  ОБЦ  L-АСНазы  EwA,  фермент  предварительно 

инкубировали при температуре 40–60 °C в течение 10 мин в буфере  HEPES (pH 

8,0) без L-аспарагина, а затем в присутствии L-аспарагина (Рис. 21). 

Максимальную активность свободного фермента EwA при 40 °C наблюдали 

через 50 мин после инкубации с субстратом (Рис. 35А). При инкубации при 45 °C и 

выше  L-АСНаза  EwA в свободной форме не сохраняла активность (Рис. 35 Б–Д) 

даже после добавления субстрата. Полученные результаты хорошо соотносятся с 

ранее опубликованными данными о температуре инактивации фермента при 45 °С 

[44,94]. Несмотря на то, что иммобилизация на плёнки ОБЦ приводила к снижению 

активности  L-АСНазы  EwA,  термостабильность  фермента  увеличивалась  и 

температура  термоинактивации  иммобилизованного  фермента  статистически 

значимо отличалась  от  свободной формы (p < 0,05).  Максимальную активность 

EwA, иммобилизованной на плёнках TEMПO-OБЦ, наблюдали через 90 мин после 

инкубации при 40 °C (Рис. 35А), а EwA, иммобилизованной на плёнки NaIO4-OБЦ, 

– через 120 мин инкубации при 55 °C (Рис. 35Г). 

При 45 °C активность  L-АСНазы EwA, иммобилизованной на плёнки ОБЦ, 

практически  не  различалась.  Повышение  температуры  до  55  °C приводило  к 

снижению активности EwA, иммобилизованной на плёнки TEMПO-OБЦ более чем 

в три раза, при этом активность  EwA, иммобилизованной на плёнки  NaIO4-OБЦ 

сохранялась.  Кроме  того,  EwA,  иммобилизованная  на  плёнках  NaIO4-OБЦ, 

сохраняла активность (32,4 ± 3,3% от максимальной) даже при инкубации при 60 

°C. 
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Рисунок  35. Влияние  температуры  на  ферментативную  активность  EwA, 

иммобилизованной на плёнки ОБЦ. Плёнки OБЦ с ферментом погружали в буфер 

без L-аспарагина на 10 мин и инкубировали при температуре (А) 40 °C, (Б) 45 °C, 

(В) 50 °C, (Г) 55 °C или (Д) 60 °C. Затем к плёнкам добавляли раствор L-аспарагина 

(40 мМ) и инкубировали при температуре 40–60 °C в течение 5–240 мин. Данные 

представлены  в  виде  среднего  значения  ±  стандартного  отклонения.  N =  4. 

Различия между группами оценивали с помощью one-way ANOVA с последующим 

множественным сравнением по тесту Тьюки; значимыми считали различия при p < 

0,05 по сравнению с контролем (свободной L-АСНазой).

Активность EwA, иммобилизованной на плёнки TEMПO-OБЦ и NaIO4-ОБЦ, 

также сохранялась после предварительного нагревания при 40–55 °C в течение 30 и 

60 мин в отсутствии субстрата (Рис. 36). При инкубации при 50 °C без аспарагина в 

течение 30 и 60 мин активность L-АСНазы, иммобилизованной на плёнках NaIO4-

OБЦ,  составляла  100% и  80%,  соответственно  (Рис.  36А).  В  этих  же  условиях 

активность  L-АСНазы,  иммобилизованной  на  плёнках  TEMПO-ОБЦ,  составляла 

90%  и  75%  соответственно  (Рис.  36Б).  Остаточную  активность  L-АСНазы  при 

инкубации 55 °C в  течение 30 и  60  мин без  аспарагина наблюдали только при 

иммобилизации на плёнки  NaIO4-OБЦ. При этом активность  EwA снижалась до 

30% (инкубация 30 мин) и 8% (инкубация 60 мин) от максимальной активности, 

соответственно. Инкубация при 60 °C в течение 30 и 60 мин приводила к полной 

потере активности L-АСНазы EwA, иммобилизованной на оба типа плёнок OБЦ. 
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Рисунок 36. Влияние длительной инкубации при повышенных температурах 

на  ферментативную  активность  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки  ОБЦ. 

Активность  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки  (A)  NaIO4-OБЦ и  (Б)  TEMПO-

OБЦ. Плёнки  OБЦ с ферментом погружали в буфер без  L-аспарагина на 30 мин 

(зелёная линия) или 60 мин (фиолетовая линия) и инкубировали при температуре 

40–60  °C.  Затем  к  плёнкам  добавляли  раствор  L-аспарагина  (40  мМ)  и 

инкубировали  при  температуре  40–60  °C в  течение  5–240  мин.  Активность 

иммобилизованной L-АСНазы измеряли для плёнок, инкубированных при 40 °C, 45 

°C, 50 °C, 55 °C или 60 °C. N = 4. Различия между группами оценивали с помощью 

one-way  ANOVA с  последующим множественным сравнением  по  тесту  Тьюки; 

значимыми считали различия при p < 0,05 по сравнению с контролем (свободной 

L-АСНазой).

Таким образом, иммобилизация L-АСНазы EwA на плёнки ОБЦ приводит к 

повышению  термостабильности  фермента,  при  этом  наибольшей 

термостабильностью  обладает  EwA,  иммобилизованная  на  плёнки  NaIO4-OБЦ. 

Повышение  термостабильности  EwA при  иммобилизации  на  ОБЦ,  вероятно, 

обусловлено  конформационным изменениям в  структуре  EwA при  ковалентном 

связывании  с  целлюлозой  [94].  Иммобилизация  ферментов  на  БЦ,  окисленных 

NaIO4, может ограничивать конформационную гибкость ферментов, потенциально 

увеличивая  энергию  активации,  необходимую  для  связывания  субстрата  и 

стабильность фермента при повышенных температурах [277]. Иммобилизация EwA 

на  пленках  NaIO4-OБЦ,  вероятно,  ограничивала  гибкость  молекулы 

иммобилизованного фермента и приводила к повышению термостабильности EwA. 
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При  иммобилизации  L-АСНазы  EwA на  плёнки  ТЕМПО-ОБЦ,  напротив, 

снижалась устойчивость фермента к  действию температур выше 45 °С.  Данный 

результат  мог  быть  обусловлен  тем,  что  при  иммобилизации  EwA на  плёнки 

TEMПO-OБЦ  увеличивалось  расстояние  между  молекулой  фермента  и 

поверхностью ОБЦ за  счёт  введения  связывающего  звена  EDS/NHS,  что  могло 

повлиять  на  частичное  сохранение  гибкости  структуры  фермента,  и, 

следовательно, снижение термостабильности EwA (Рис. 35, Рис. 36) [23]. 

Так  как  при  иммобилизации  L-АСНазы  EwA на  плёнки  NaIO4-ОБЦ 

наблюдали значительное повышение термостабильности фермента, плёнки NaIO4-

ОБЦ далее использовали для иммобилизации других L-АСНаз (E. coli, T. sibiricus, 

R.  rubrum) для  оценки  влияния  иммобилизации  на  термостабильность. 

Температуры инактивации свободных форм L-АСНаз составили 73 °C (E. coli), 63 

°C (R. rubrum) и 100 °C (T. sibiricus) после 10 мин инкубации (Табл. 7). 

Таблица 7. Активность L-АСНаз, иммобилизованных на плёнки NaIO4-OБЦ, 

после воздействия температуры инактивации. 

L-АСНаза Температура 

инактивации свободного 

фермента, ºС

Активность NaIO4-OБЦ-L-АСНазы 

(%) при температуре инактивации 

свободного фермента

E. coli 73 91,3 ± 4,4

T. sibiricus 100 97,7 ± 3,9

R. rubrum 63 90,4 ± 2,4

При  инкубации  L-АСНаз,  иммобилизованных  на  плёнки  NaIO4-ОБЦ при 

температуре  инактивации,  для  свободных  форм  было  показано,  что  все  три  L-

АСНазы  (E.  coli,  T.  sibiricus,  R.  rubrum)  сохраняли  свою активность.  Вероятно, 

иммобилизация  различных  L-АСНаз  на  плёнки  NaIO4-ОБЦ  стабилизирует  их 

структуру,  что,  в  свою  очередь,  предотвращает  агрегацию  и  сохраняет 

функциональность ферментов.  Например,  известно, что максимальная активность 

L-АСНазы T. sibiricus в свободной форме наблюдается при 90 ºС и при длительном 

воздействии  данной  температуры  (более  2  ч)  данная  L-АСНаза  способна 

агрегировать, образуя амилоидоподобные структуры [278].
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3.10.2.  Влияние  pH на  активность  L-аспарагиназы  Erwinia carotovora, 

иммобилизованной на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы

Одним из отличительных признаков рака являются закисление внеклеточной 

среды  (низкий  pH)  и  внутриклеточное  ощелачивание  цитоплазмы,  при  этом  у 

нормальных клеток  значение  pH внеклеточной среды около  7,4,  а  для  раковых 

клеток  обычно  может  варьироваться  от  6,7  до  7,1  [279].  L-АСНаза  EwA в 

свободной форме обладает  оптимальной активностью при значениях  pH 7–9.  В 

более кислой внеклеточной среде опухоли активность  EwA может быть снижена, 

что  потенциально  ограничивает  её  внеклеточную  эффективность.  При 

иммобилизации  L-АСНаз  часто  наблюдается  сохранение  активности  в  более 

широком  диапазоне  pH [280],  поэтому  было  проведено  определение  диапазона 

действия рН EwA, иммобилизованной на плёнки ОБЦ.

Влияние  pH среды на  активность  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на 

плёнках ОБЦ, определяли в диапазоне pH от 4 до 11. Результаты представлены на 

рисунке  37.  Как  и  ожидалось  [44],  при  pH 8  свободный  фермент  обладал 

максимальной активностью. При ковалентной иммобилизации EwA на плёнки ОБЦ 

смещался  оптимум  фермента  в  щелочную  сторону  рН  (8–9),  что  могло  быть 

связано с накоплением продуктов реакции в связи с ограничением диффузии из 

плёнок  [281]. Ковалентная иммобилизация  L-АСНазы  EwA на  OБЦ приводила к 

значительному  расширению  диапазона  pH,  при  котором  сохранялась  высокая 

ферментативная  активность  L-АСНазы  EwA.  Для  EwA,  иммобилизованной  на 

плёнки  TEMПO-OБЦ, наблюдали сохранение более 80% активности при  pH 6. В 

диапазоне  pH от 7  до 9  активность  EwA, иммобилизованной на оба типа ОБЦ, 

находилась  в  диапазоне  79,0–97,7%.  При  pH 10  и  11  активность  EwA, 

иммобилизованной на оба типа ОБЦ, сохранялась на уровне более 70%, что в три 

раза выше, чем у свободного фермента. При pH меньше 6 не было различий между 

активностью иммобилизованного и свободного фермента. 
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Рисунок  37. Зависимость  активности  EwA от  pH.  L-АСНазу, 

иммобилизованную на плёнки ОБЦ и фермент в свободной форме инкубировали 

при  различных  значениях  pH (4–11)  в  цитратно-фосфатно-боратном буфере  (15 

мМ), содержащем 15 мМ  L-аспарагина в при 37 °C. Результаты представлены в 

виде  среднего  значения  ±  стандартного  отклонения.  N =  4.  Различия  между 

группами оценивали с помощью one-way ANOVA с последующим множественным 

сравнением  по  тесту  Тьюки;  значимыми  считали  различия  при  p  <  0,05  по 

сравнению с контролем (свободной L-АСНазой).

Расширение диапазона рН действия L-АСНазы EwA, иммобилизованной на 

плёнки ОБЦ, в щелочную сторону могло быть связано с тем, что на поверхности 

иммобилизованного белка увеличивалось соотношение положительно заряженных 

и отрицательно заряженных остатков  [282], например, лизина, расположенных на 

поверхности, которые влияют на стабильность ферментов [283] за счёт различных 

взаимодействий,  включая  водородные  связи,  ионные  взаимодействия  и 

взаимодействия  с  молекулами  воды  [284].  Мы  предполагаем,  что  уменьшение 

количества  заряженных  аминокислотных  остатков,  прежде  всего,  лизинов  на 

поверхности  L-АСНазы вследствие иммобилизации на плёнки ОБЦ приводило к 

повышению  устойчивости  EwA к  действию  рН  в  щелочном  диапазоне.  Таким 

образом, для EwA, иммобилизованной на оба типа OБЦ, диапазон pH, при котором 

сохранялась высокая активность фермента, был шире (6–11), чем для свободного 

фермента (7–9). 
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3.10.3.  Влияние  ионов  металлов  на  ферментативную  активность  L-

аспарагиназы  Erwinia carotovora,  иммобилизованной  на  плёнки  окисленной 

бактериальной целлюлозы

Ионы металлов играют важную роль в формировании структуры фермента и 

поддержании  его  активности  [285],  поэтому  мы  исследовали  влияние  ионов 

металлов  на  ферментативную  активность  свободной  и  иммобилизованной  на 

плёнки  ОБЦ  L-АСНазы.  Повышение  активности  свободной  формы  EwA 

наблюдали  в  присутствии  Mg2+:  при  увеличении  концентрации  соли  до  10  мМ 

активность увеличивалась на 20% (Табл. 8). 

Таблица  8. Активность  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки  ОБЦ,  в 

присутствии ионов металлов и 40 мМ L-аспарагина при 37 °С. N = 4.

Свободная форма 

EwA
TEMПO-OБЦ-EwA NaIO4-OБЦ-EwA

Концен
трация 
соли 
металла

1 мМ 10 мМ 1 мМ 10 мМ 1 мМ 10 мМ

MgCl2 93,6 ± 4,9 119,5 ± 5,8 103,8 ± 5,5 98,5 ± 2,4 96,1 ± 10,8 119,0 ± 2,2

CaCl2 75,1 ± 2,0 59,9 ± 2,8 97,2 ± 3,7 95,1 ± 6,5 89,5 ± 5,4 103,0 ± 11,4

CuSO4 22,2 ± 1,6 6,9 ± 0,3 11,2 ± 0,1 5,2 ± 0,1 84,8 ± 0,2 9,9 ± 1,3

NiCl2 41,7 ± 5,5 7,8 ± 0,9 36,4 ± 10,6 4,3 ± 0,3 64,4 ± 4,9 21,1 ± 1,3

FeCl3 29,2 ± 1,6 8,8 ± 1,9 12,5 ± 4,6 5,7 ± 0,3 99,1 ± 15,3 27,1 ± 1,2

ZnSO4 45,3 ± 2,8 6,2 ± 0,2 37,3 ± 2,1 6,0 ± 1,9 92,9 ± 6,0 29,6 ± 5,3

Также  небольшое  увеличение  ферментативной  активности  в  присутствии  Mg2+ 

наблюдали  для  EwA,  иммобилизованной  на  обоих  модификациях  плёнок  ОБЦ. 

Таким образом, присутствие Mg2+ оказывало положительное влияние на активность 

всех форм  EwA. Присутствие  Ca2+ в буфере в концентрации 1 мМ приводило к 

снижению активности свободной формы EwA на 25%, а в концентрации 10 мМ – 

на 40%. В то же время активность фермента, иммобилизованного на плёнки ОБЦ, в 

присутствии  Ca2+ оставалась  практически  неизменной.  Известно,  что  Ca²  в⁺  

высокой концентрации (>1%) могут значительно снижать активность некоторых 

ферментов за счёт разрушения связи между аминокислотными остатками Асп и 
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Глу  [286].  В  нашем случае  Ca²  снижали  активность  ⁺ EwA только  в  свободной 

форме и практически не влияли на активность EwA, иммобилизованной на плёнки 

ОБЦ. Данное явление, вероятно, связано с ограниченным доступом отрицательно 

заряженных  аминокислотных  остатков  на  поверхности  L-АСНазы  при 

иммобилизации на плёнки OБЦ.

Присутствие  ионов  металлов  никеля,  меди,  железа  и  цинка  значительно 

ингибировало активность свободной формы фермента и  EwA, иммобилизованной 

на  ТЕМПО-ОБЦ.  Активность  свободного  фермента  снижалась  на  55  и  59%  в 

присутствии 1  мМ ионов цинка  и  никеля,  на  71  и  78% – в  присутствии ионов 

железа и меди. Для EwA, иммобилизованной на плёнки TEMПO-OБЦ, активность 

снижалась почти на 90% в присутствии 1 мМ ионов меди или железа и на 65% в 

присутствии 10 мМ ионов никеля и цинка. Для EwA, иммобилизованной на плёнки 

NaIО4-OБЦ, активность снижалась примерно на 10% в присутствии 1 мМ ионов 

меди, цинка и железа и на 35% в присутствии 1 мМ ионов никеля. Таким образом, 

L-АСНаза  EwA, иммобилизованная на плёнки  NaIO4-OБЦ, обладает повышенной 

устойчивостью ко всем ионам металлов (кроме никеля) в концентрации 1 мМ по 

сравнению  со  свободной  формой  EwA и  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки 

TEMПO-OБЦ.  Присутствие  в  буфере  ионов  меди,  никеля,  цинка  или  железа  в 

концентрации 10 мМ приводило к снижению активности свободной формы EwA на 

90%  и  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки  TEMПO-OБЦ.  Активность  EwA, 

иммобилизованной на плёнки NaIО4-OБЦ, снижалась на 70–80% в присутствии 10 

мМ ионов  никеля,  цинка  и  железа  и  на  90% в  присутствии  меди.  Эти  данные 

согласуются  с  известным  ингибирующим  и  токсическим  действием  тяжелых 

металлов на  ферменты  [287].  Таким образом,  добавление ионов металлов (Cu2+, 

Zn2+, Ni2+, Fe3+) в концентрации 10 мМ приводило к значительному ингибированию 

активности  L-АСНазы, как в свободном состоянии, так и при иммобилизации на 

плёнках ОБЦ. 

3.10.4.  Влияние  мочевины  на  активность  L-аспарагиназы  Erwinia 

carotovora,  иммобилизованной  на  плёнки  окисленной  бактериальной 

целлюлозы

Широко используемым методом изучения фолдинга, стабильности белков и 

их  четвертичной  структуры  является  химическая  денатурация  белков  с 
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использованием мочевины  [288],  поэтому было проведено определение  влияния 

мочевины на  активность  свободной  и  иммобилизованной  L-АСНазы  EwA.  При 

инкубации  свободной  формы  EwA в  буфере,  содержащем  2,5  М  мочевины, 

происходило  снижение  активности  фермента  до  20,1  ±  5,3%  через  15  мин 

инкубации; через 55 мин активность не превышала 6,2 ± 1,8% (Рис. 38). Снижение 

активности  при  инкубации  с  мочевиной  также  наблюдали  для  EwA, 

иммобилизованной на плёнки TEMПO-OБЦ. Активность снижалась до 80,4 ± 3,4% 

через  15  мин  инкубации  и  достигала  38,7  ±  7,7%  через  55  мин.  Наибольшую 

стабильность показала EwA, иммобилизованная на плёнки NaIO4-OБЦ, активность 

которой  сохранялась  на  уровне  100%  в  течение  первых  45  мин  инкубации  с 

мочевиной, и к 55 минуте снижалась до 80,1 ± 2,1%.

Рисунок  38. Влияние  мочевины  на  ферментативную  активность  EwA, 

иммобилизованной на ОБЦ.  EwA инкубировали с 2,5 М мочевины в течение 55 

мин  с  последующим  измерением  активности.  Результаты  представлены  в  виде 

среднего значения ± стандартное отклонение.  N = 4.  Различия между группами 

оценивали  с  помощью  one-way  ANOVA  с  последующим  множественным 

сравнением  по  тесту  Тьюки;  значимыми  считали  различия  при  p  <  0,05  по 

сравнению с контролем (свободной L-АСНазой).

Ранее было показано, что  L-АСНаза  EwA, в отличие от  EcAII,  полностью 

теряет активность после 1 ч инкубации с 2 М мочевины даже в присутствии  L-

аспарагина  [44]. В процессе денатурации белка мочевина способна образовывать 

прочные водородные связи с положительно заряженными группами белка, а также 

сильные дисперсионные взаимодействия с основной и боковыми цепями и влиять 
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на гидрофобную область белка  [289,290], что приводит к его диссоциации  [291]. 

Вероятно,  иммобилизация  L-АСНазы  EwA на  плёнки  NaIO4-OБЦ  могла 

способствовать  сохранению  четвертичной  структуры  и  активности  L-АСНазы 

благодаря  появлению  конформационных  ограничений,  возникающих  при  её 

иммобилизации на носителе [138]. Таким образом, иммобилизация L-АСНазы EwA 

на плёнки NaIO4-OБЦ приводит к повышению устойчивости фермента к действию 

2,5 М мочевины. 

3.10.5.  Влияние  трипсина  на  активность  L-аспарагиназ, 

иммобилизованных на плёнки окисленной бактериальной целлюлозы 

Присутствие трипсиноподобных протеаз в кровотоке вызывает деградацию 

L-АСНаз и приводит к их инактивации и быстрому выведению из организма [292]. 

Устойчивость  фермента  к  трипсинолизу  напрямую  связана  с  доступностью 

поверхности  L-АСНазы для факторов плазмы крови.  При введении нативной  L-

АСНазы E. coli в сыворотку здорового человека в конечной концентрации 1 МЕ/мл, 

через 30 мин происходит снижение активности фермента на 70% за счёт действия 

протеолитических ферментов [275]. 

Для  изучения  устойчивости  L-АСНазы  EwA (в  свободной  и 

иммобилизованной  на  ОБЦ  формах)  к  трипсиноподобным  протеазам  [293] 

проводили  трипсинолиз  в  течение  5-125  мин  (Рис.  39).  Активность  EwA в 

свободной форме снижалась после 35 мин инкубации с трипсином почти на 90%, 

после чего сохранялась на очень низком уровне (≤5% от исходной активности). L-

АСНаза  EwA,  иммобилизованная  на  пленках  TEMПO-ОБЦ,  сохраняла  высокую 

активность вплоть до 85 мин инкубации, после чего постепенно снижалась и через 

125  мин  составляла  44,2  ±  1,62%  от  исходной  активности.   EwA, 

иммобилизованная  на  плёнки  NaIO4-OБЦ  не  была  подвержена  воздействию 

трипсина и сохраняла 100% активность в течение 125 мин инкубации с трипсином 

в отсутствие L-аспарагина (Рис. 39).
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Рисунок 39. Влияние трипсина на ферментативную активность  L-АСНазы 

EwA,  иммобилизованной  на  плёнках  ОБЦ.  EwA инкубировали  с  21  МЕ/мл 

трипсина в течение 5-125 мин, затем добавляли 80 мМ L-аспарагин и через 1,5 ч 

измеряли активность фермента. Результаты представлены в виде среднего значения 

±  стандартное  отклонение.  N =  4.  *Различия  между  группами  оценивали  с 

помощью one-way ANOVA с последующим множественным сравнением по тесту 

Тьюки;  значимыми  считали  различия  при  p  <  0,05  по  сравнению  с  контролем 

(свободной L-АСНазой).

В  нескольких  исследованиях  было  показано,  что  иммобилизация  EwA на 

различные  носители  может  повышать  устойчивость  фермента  к  протеолизу. 

Трипсин – сериновая протеаза,  гидролизующая пептидные связи,  в  образовании 

которых участвуют карбоксильные группы остатков аминокислот Арг и Лиз [280]. 

Kotzia и  соавт.  обнаружили,  что  в  ходе  протеолиза  EwA трипсином  сначала 

расщепляется  пептидная  связь  между  Лиз53  и  Гли54,  а  затем  между  Арг206  и 

Сер207  [77], которые могут быть первоначальными сайтами узнавания трипсина. 

Замена  аминокислотного  остатка  Арг206  в  EwA и  последующее  ковалентное 

присоединение  ПЭГ-NHS привели  к  повышению  термостабильности  и 

устойчивости  EwA к действию трипсина  [77,120].  В другом исследовании было 

показано,  что  ковалентная  модификация  EwA сополимерами  хитозана  также 

повышает устойчивость к трипсинолизу  [127]. Следовательно, иммобилизация  L-

АСназы EwA на плёнки NaIO4-OБЦ могла оказать аналогичное действие на сайты 

трипсинолиза фермента, приводя к повышению устойчивости к трипсину.
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Для  того,  что  определить  устойчивость  к  трипсину  других  L-АСНаз, 

иммобилизованных  на  плёнки  NaIO4-OБЦ,  провели  эксперимент,  в  котором  на 

плёнки NaIO4-OБЦ были также иммобилизованы L-АСНазы из E. coli, T. sibiricus и 

R. rubrum. Были использованы концентрации трипсина, увеличенные в 2 и 10 раз, 

чтобы  сравнить  дозо-зависимый  эффект  трипсина  на  активность  L-АСНаз  в 

свободной форме и иммобилизованных на плёнки NaIO4-OБЦ (Рис. 40). 

Рисунок 40. Влияние трипсина на ферментативную активность свободных 

L-АСНаз и L-АСНаз, иммобилизованных на плёнках NaIO4-ОБЦ. L-АСНазы (EwA, 

E.  coli,  T.  sibiricus,  R.  rubrum) инкубировали с 21–210 МЕ/мл трипсина в течение 

125  мин,  после  чего  добавляли  80мМ  L-аспарагин  и  через  1,5  ч  измеряли 

активность.  СвФ  –  свободный  фермент  (контроль).  Результаты  представлены  в 

виде  среднего  значения  ±  стандартное  отклонение.  N =  4.  Различия  между 

группами оценивали с помощью one-way ANOVA с последующим множественным 

сравнением  по  тесту  Тьюки.  Значимость  считали  при  p  <  0,05  относительно 

контроля (свободной L-АСНазой).

При добавлении даже низких концентраций трипсина (21 МЕ/мл) активность 

всех  L-АСНаз  в  свободной форме значительно снижалась,  при этом остаточная 

активность после 125 мин инкубации с трипсином сохранялось только у L-АСНаз 

E. coli (29%) и T. sibiricus (34%). При добавлении трипсина (210 МЕ/мл) остаточная 

активность также сохранялась только у L-АСНазы T. sibiricus (23%). В то же время 

активность иммобилизованных L-АСНаз не снижалась даже при добавлении очень 

высокой концентрации трипсина (210 МЕ/мл). Похожие результаты получены и в 
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других  исследованиях,  где  протеолитическая  стабильность  L-АСНаз  также 

улучшалась  при  иммобилизации  на  различные  носители:  P(HHPMA-MPEGA), 

наногель  bisCD,  инулин,  Ecoflex®,  фиброин  шёлка  и  другие  [129,280,294]. 

Повышение протеолитической стабильности иммобилизованных L-АСНаз обычно 

связано  со  стерическими  препятствиями,  возникающими  при  конъюгации 

фермента  с  полимером  [280].  Тем  не  менее,  следует  отметить,  что  при 

иммобилизации  L-АСНаз  на  плёнки  NaIO4-OБЦ  наблюдали  сохранение  100% 

активности,  которое  ранее  не  было  получено  в  других  исследованиях.  Таким 

образом, можно сделать вывод о том, что иммобилизация на плёнки  NaIO4-OБЦ 

приводит к повышению устойчивости L-АСНаз к действию трипсина.

3.10.6. Возможность повторного использования L-аспарагиназы Erwinia 

carotovora иммобилизованной  на  плёнки  окисленной  бактериальной 

целлюлозы 

С  прикладной  точки  зрения  важной  особенностью  иммобилизованного 

фермента  является  его  способность  к  многократному  использованию  без 

существенной  потери  активности  [23].  Для  оценки  возможности  повторного 

использования  иммобилизованных  L-АСНаз  проводили  8  последовательных  45-

минутных инкубаций плёнок ОБЦ с ферментом в присутствии L-аспарагина. Для 

L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на  плёнках  TEMПO-OБЦ,  было  выявлено 

постепенное  снижение  активности:  после  8  последовательных  инкубаций 

активность фермента составляла 70,9 ± 6,7% от исходной (Рис. 41). Это снижение 

может быть связано как с десорбцией L-АСНазы из плёнок TEMПO-OБЦ, так и с 

ингибированием её активности продуктом реакции – аммиаком. 

Для  L-АСНазы  EwA, иммобилизованной на плёнки  NaIO4-OБЦ, наблюдали 

повышенную стабильность: даже после 8 циклов инкубации активность фермента 

не  отличалась  от  исходной  активности.  Ранее  возможность  повторного 

использования  ферментов,  иммобилизованных  на  БЦ,  окисленном  NaIO4,  была 

исследована для лакказы  [22] и липазы [23]. В этих исследованиях максимальная 

активность  иммобилизованных  ферментов  достигалась  лишь  в  первом  цикле 

инкубации с субстратом, а затем снижалась до 50–60% от исходной активности. 

Следовательно,  иммобилизация  L-АСНазы  на  плёнки  БЦ,  окисленные  NaIO4, 
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является эффективной стратегией,  позволяющей сохранить активность фермента 

для повторного использования.

Рисунок  41. Активность  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на  плёнки 

ОБЦ, в  течение 8 последовательных инкубаций.  Каждые 45 мин плёнки ОБЦ с 

иммобилизованным  ферментом  инкубировали  в  буфере  и  затем  измеряли 

активность фермента. После этого плёнки отмывали и переносили в новый буфер с 

L-аспарагином. Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартное 

отклонение.  N =  4.  Различия  между  группами  оценивали  с  помощью  one-way 

ANOVA с последующим множественным сравнением по тесту Тьюки. Значимость 

считали при *p < 0,05 относительно контроля (свободной L-АСНазой).

3.11.  Цитотоксическое  действие  иммобилизованных  L-аспарагиназ  на 

клетки опухолей 

Эффективность  L-АСНаз  показана  на  некоторых  клеточных  линиях 

солидных опухолей, что детально описано в главе 1.7. Тем не менее, для этих  L-

АСНаз  было  выявлено  несколько  недостатков.  L-АСНазы  в  свободной  форме 

обычно обладают низкой стабильностью. Пэгилированные формы L-АСНазы могут 

вызывать  реакции  гиперчувствительности  и  образование  антител  против  L-

АСНазы  [39,97].  Для  L-АСНазы,  инкапсулированной  в  эритроциты,  на  момент 

регистрации  было  недостаточно  данных,  что  привело  к  тому,  что  препарат 

впоследствии  не  был  одобрен  [148],  поэтому  поиск  новых  L-АСНаз  и  их 

формуляций,  повышение  их  стабильности  и  эффективности  против  опухолей  с 

низкой  чувствительностью  (то  есть,  с  высокими  значениями  IC50)  к  ферменту 

является актуальным. 
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В нашем исследовании мы использовали иммобилизацию  EwA на плёнках 

БЦ путём  физической  адсорбции  или  ковалентного  связывания  для  увеличения 

цитотоксического действия на клетки различных линий солидных опухолей.  Для 

оценки  чувствительности  опухолевых  клеток  к  действию  L-АСНазы  EwA  в 

свободной форме протестировали несколько клеточных линий. Значения  IC50  для 

клеточных линий после обработки EwA представлены в таблице 9.

Таблица 9. Значения IC50 для клеточных линий после обработки EwA.

Клеточная линия IC50, МЕ/мл
A375 0,35

B16F10 0,25
MelKor 0,20
MelJuso 0,13

A431 0,18
SW620 0,21
A549 0,10
A875 0,03
WI-38 8,22

Следует отметить, что по данным компании-производителя, концентрация L-

аспарагина  в  среде  RPMI 1640  составляет  380  мкМ.  Учитывая  значение  Km 

свободного фермента равную 110 мкМ (Табл. 9), эту концентрацию можно считать 

насыщающей  для  фермента,  и  реакция  гидролиза  L-аспарагина  будет  идти  с 

максимальной скоростью. Наиболее чувствительной опухолевой клеточной линией 

к  действию  L-АСНазы  EwA была  A875  (IC50 =  0,03  МЕ/мл),  а  наиболее 

резистентной – линия  A375 (IC50 = 0,35 МЕ/мл). Все остальные клеточные линии 

обладали средней чувствительностью к действию L-АСНазы. Далее линию клеток 

A875  инкубировали  с  ферментом,  иммобилизованным  путём  физической 

адсорбции на нативные плёнки БЦ, выращенные в течение 96 ч.  Выживаемость 

клеток А875 снижалась каждые 24 ч (Рис. 42, 43) и через 72 ч составляла 6,09 ± 

2,47% от контроля. 
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Рисунок  42. Цитотоксическая  активность  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  плёнках  БЦ,  выращенных  в  течение  96  ч,  в  отношении 

клеточной  линии  A875.  Клетки  инкубировали  в  24-луночных  планшетах  с 

плёнками  БЦ  с  иммобилизованным  ферментом  (L-АСНаза  +)  или  без  него  (L-

АСНазы -). МТТ-тесты проводили каждые 24 ч. (A) Выживаемость клеток после 

24, 48 или 72 ч инкубации. (Б) Репрезентативная фотография МТТ-теста для клеток 

после 72 ч инкубации с L-АСНазой EwA. Контролем были клетки, инкубированные 

с нативными плёнками БЦ без  L-АСНазы. Данные представлены в виде среднего 

значения ± стандартное отклонение. N = 4. * p < 0,05 по сравнению с контролем по 

t-критерию Стьюдента. 

Рисунок 43. Фотографии клеток А875 после МТТ-теста, демонстрирующие 

цитотоксическое действие L-АСНазы EwA, иммобилизованной на плёнках БЦ. 
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В  ряде  работ  плёнки  БЦ  ранее  использовали  для  иммобилизации 

противоопухолевых  препаратов  –  доксорубицина,  паклитаксела,  куркумина, 

ингибиторов  контрольных  точек  и  ферментов  –  преимущественно  методом 

физической  адсорбции.  Это  обеспечивало  их  контролируемую  доставку  к 

опухолевым клеткам как in vitro, так и in vivo [13]. Такой тип иммобилизации, как 

физическая  адсорбция,  обеспечивает  пролонгированное  действие  препарата,  не 

требует частого введения фермента и не влияет на активность ферментов. Кроме 

этого, физически адсорбированные ферменты защищены от агрегации, протеолиза 

и контакта с гидрофобными поверхностями [295]. Несмотря на то, что некоторые 

клетки  меланомы  чувствительны  к  некоторым  L-АСНазам,  использование  этих 

терапевтических ферментов в свободной форме ограничено физическим барьером 

кожи,  который  препятствует  диффузии  лекарств  внутрь.  Кроме  того,  многие 

солидные опухоли обладают адаптационными механизмами, которые запускаются 

при  истощении  L-аспарагина  во  внеклеточной  среде  [109].  Таким образом,  при 

физической  адсорбции  L-АСНазы  на  плёнки  БЦ  сохраняется  цитотоксическая 

активность фермента. Полученные результаты свидетельствуют о потенциальной 

применимости  БЦ  для  целевой  доставки  L-АСНазы  к  опухолевым  клеткам, 

чувствительным к её действию.

Для  сравнения  продолжительности  действия  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  плёнки  БЦ  или  БЦ-хитозан,  плёнки  последовательно 

переносили  каждые  3  ч  в  новые  ячейки  с  клетками  меланомы  А875  или 

фибробластами WI-38 (Рис. 44, Рис. 45). Как и при длительной инкубации в буфере 

(Рис. 32Б), при инкубации с клетками L-АСНаза, иммобилизованная на плёнки БЦ-

хитозан,  высвобождалась  медленнее,  чем  из  нативных  плёнок  БЦ.  При 

иммобилизации на нативные плёнки БЦ L-АСНаза не сохраняла цитотоксическую 

активность в отношении клеток А875 уже после первого переноса, поэтому через 3 

ч выживаемость клеток А875, инкубированных с иммобилизованной  L-АСНазой, 

была  на  уровне  контрольных  клеток,  так  как  фермент  в  течение  первых  часов 

полностью диффундировал с плёнок. И, напротив,  L-АСНаза, иммобилизованная 

на  плёнки  БЦ-хитозан,  обладала  пролонгированной  в  2  раза  цитотоксической 

активностью на клетки А875 (Рис. 44А), так как фермент диффундировал с плёнок 

медленнее  и  поэтому,  вероятно,  медленнее  расщеплялся  протеазами  в 
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культуральной среде, в которой росли клетки. 

Рисунок  44. Цитотоксическая  активность  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной на плёнках БЦ-хитозан и БЦ в отношении клеточных линий 

меланомы  A875  и  фибробластов  WI-38.  Плёнки  с  адсорбированным ферментом 

инкубировали по 3  ч  с  опухолевыми клетками,  после чего  переносили в  новые 

ячейки  24-луночного  планшета.  Через  72  ч  оценивали  выживаемость  клеток  с 

помощью  МТТ-теста.  (A)  Выживаемость  клеток  А875  после  инкубации  с  L-

АСНазой,  иммобилизованной  на  плёнки  БЦ-хитозан  и  БЦ.  (Б)  Выживаемость 

клеток  WI-38 после инкубации с  L-АСНазой, иммобилизованной на плёнки БЦ-

хитозан и БЦ. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. N = 3. 

*p <  0,05  по  сравнению  с  контролем  (нативными  плёнками  БЦ  с 

иммобилизованной L-АСНазой) по t-критерию Стьюдента. 

После  2  последовательных  инкубаций  (6  ч)  выживаемость  опухолевых 

клеток  составляла  около  50%,  а  после  четырех  последовательных  инкубаций  с 

клетками  (12  ч)  –  80%.  Эти  результаты  согласуются  с  данными  другого 

исследования, где EwA, конъюгированная с ПЭГ-хитозаном, проявляла в 3–5 раз 

большую  цитотоксичность  по  сравнению  с  нативным  ферментом  и  структура 

конъюгатов существенно влияла на цитотоксичность в отношении резистентных к 

EwA опухолевых  клеток  [296].  L-АСНаза  EwA,  иммобилизованная  путём 

физической адсорбции на плёнки БЦ и БЦ-хитозан, не обладала цитотоксической 

активностью в отношении фибробластов WI-38 (Рис. 44Б). Это, вероятно, связано с 

низкой  чувствительностью  этих  клеток  к  действию  L-АСНазы  (IC50  =  8,22)  и 

высокой  экспрессией  АСНС  [3],  что  позволяло  им  быстро  восполнить 

внутриклеточные  запасы  аспарагина,  расщеплённого  ферментом.  Тем  самым, 



120

иммобилизация  L-АСНазы  на  плёнки  БЦ-хитозан  приводит  к  увеличению 

продолжительности цитотоксического действия фермента на опухолевые клетки и 

не влияет на выживаемость нормальных клеток. 

Рисунок  45.  Фотографии  клеток  после  обработки  реактивом  МТТ, 

демонстрирующие  цитотоксическую  активность  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной на плёнках БЦ-хитозан или БЦ. (А, Б) Клетки меланомы линии 

А875. (В, Г) Фибробласты WI-38. 

Для  оценки  цитотоксической  активности  L-АСНазы  EwA,  ковалентно 

иммобилизованной на плёнки ОБЦ, проведено пять последовательных инкубаций 

плёнок  с  опухолевыми  клетками  (А875,  A375,  A431,  А549  и  SW-620)  и 

фибробластами WI-38 по 3 ч. L-АСНаза EwA, иммобилизованная на плёнки NaIO4-

OБЦ, показала наиболее выраженную цитотоксическую активность в отношении 

различных клеточных линий опухолей,  в том числе наиболее резистентной к  L-
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АСНазе А375 (Рис. 45, Рис. 46, Табл. 9).  После пятой инкубации выживаемость 

опухолевых  клеток  составляла  от  16,6%  (клеточная  линия  А375)  до  45,8% 

(клеточная линия А875).  L-АСНаза  EwA, иммобилизованная на плёнки  TEMПO-

OБЦ,  показала  значительно  более  низкую  цитотоксичность.  После  пятой 

инкубации выживаемость опухолевых клеток составила от 56,3% (клеточная линия 

А549) до более 90% (клеточные линии A375, A431, SW-620). 

Рисунок  45. Цитотоксическая  активность  L-АСНазы  EwA, 

иммобилизованной  на  плёнках  БЦ,  TEMПO-OБЦ или  NaIO4-OБЦ,  в  отношении 

клеточных  линий  солидных  опухолей  человека  и  фибробластов.  Плёнки 

инкубировали с клетками в 24-луночном планшете, а затем переносили в новые 

лунки с интервалом 3 ч. Выживаемость клеток измеряли через 72 ч с помощью 

МТТ-теста. (A) Меланома A875; (Б) Карцинома лёгкого A549; (В) Меланома A431; 

(Г)  Колоректальный рак  SW-620;  (Д)  Меланома  A375;  (Е)  Фибробласты  WI-38. 

Контрольные  клетки  инкубировали  c плёнками  ОБЦ  без  L-АСНазы.  Данные 

представлены  в  виде  среднего  значения  ±  стандартного  отклонения.  N  =  4. 

Различия между группами оценивали с помощью one-way ANOVA с последующим 

множественным сравнением по тесту Тьюки; значимыми считали различия при p < 

0,05 по сравнению с контролем (свободной L-АСНазой).

Для  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на  нативных  плёнках  БЦ, 

наблюдали наиболее быструю потерю цитотоксичности. После второй инкубации с 

данными  плёнками  наблюдали  существенное  увеличение  выживаемости 
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большинства клеточных линий. Фибробласты WI-38 проявили чувствительность к 

L-АСНазе  EwA,  иммобилизованной на  всех типах БЦ,  только при первых двух 

инкубациях (Рис. 45Е). Таким образом, EwA, иммобилизованная на плёнки NaIO4-

ОБЦ,  обладала  самой высокой цитотоксической активностью в  отношении всех 

линий опухолевых клеток по сравнению с L-АСНазой EwA, иммобилизованной на 

другие  модификации  плёнок  БЦ.  Значительное  различие  в  цитотоксической 

активности  EwA,  нековалентно  иммобилизованной  на  нативные  плёнки  БЦ  и 

ковалентно  иммобилизованной  на  плёнки  NaIO4-OБЦ  может  быть  обусловлено 

ограничением конформационной гибкости L-АСНазы и появлению более жёсткой 

структуры вследствие ковалентной иммобилизации, в то время как из нативных 

плёнок  фермент  быстро  инактивировался  вследствие  диффузии.  Поэтому  при 

ковалентной  иммобилизации  EwA на  плёнки  NaIO4-OБЦ  сохраняется 

каталитически  активная  конформация  фермента  [44].  Кроме  того,  во  время 

иммобилизации  EwA  могли  модифицироваться  сайты  узнавания 

трипсиноподобных  протеаз  –  как  и  при  иммобилизации  на  ПЭГ  L-АСНазы  с 

близкой аминокислотной последовательностью [77].

Рисунок 46. Фотографии клеток, инкубированных с реактивом МТТ, после 

пятой инкубации с L-АСНазой EwA, иммобилизованной на плёнках БЦ, TEMПO-

OБЦ или NaIO4-OБЦ. Размер масштабной линии 100 мкм.

Таким  образом,  иммобилизация  EwA  на  пленках  NaIO₄-ОБЦ,  вероятно, 

стабилизирует  структуру  фермента  и  защищает  от  действия  протеолитических 

ферментов  в  культуральной  среде.  Это  обеспечивает  постоянное  истощение  L-

аспарагина  в  среде  и  блокировку  метаболических  путей,  ответственных  за 

восполнение запасов аспарагина у опухолевых клеток. Поэтому все исследуемые 
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линии  проявляли  повышенную  чувствительность  к  L-АСНазе  EwA, 

иммобилизованной на данный тип плёнок БЦ.

Чтобы  проверить  влияние  иммобилизации  на  плёнки  NaIO4-OБЦ  на 

цитотоксическую активность других L-АСНаз (E. coli,  T. sibiricus,  R. rubrum), был 

проведен  эксперимент,  аналогичный  вышеописанному.  В  качестве  клеточной 

линии выбрали наиболее устойчивую к действию EwA (Табл. 8) линию меланомы 

А375. При оценке цитотоксичности вышеперечисленных L-АСНаз была выявлена 

значительная разница для выживаемости опухолевых клеток после 2 переноса в 

зависимости от типа добавленной L-АСНазы (Рис. 47). 

Рисунок 47. Цитотоксическая активность  L-АСНаз, иммобилизованных на 

плёнках NaIO4-OБЦ, в отношении клеточной линии меланомы А375. (А) E. coli; (Б) 

T.  sibiricus;  (В)  R.  rubrum.  Плёнки  инкубировали  с  клетками  в  24-луночном 

планшете,  а  затем переносили в  новые лунки с  интервалом 3  ч.  Выживаемость 

клеток измеряли через 72 ч с помощью МТТ-теста. Данные представлены в виде 

среднего значения ± стандартное отклонение.

Наибольшей цитотоксичностью обладала L-АСНаза E. coli, вызывая гибель ~ 

90% опухолевых  клеток  даже  после  5  инкубации  (Рис.  47).  В  то  же  время,  L-

АСНазы  T.  sibiricus и  R.  rubrum обладали меньшей цитотоксичностью,  вызывая 

гибель  43%  и  35%  опухолевых  клеток  А375,  соответственно.  Известно,  что  L-

АСНазы  EwA и  E.  coli обладают  высокой  гомологичностью  между  собой   и 

обладают  тетрамерной  структурой  [44].  Различия  в  цитотоксичности 

иммобилизованных L-АСНаз EwA и E. coli по сравнению с L-АСНазами T. sibiricus 

и  R.  rubrum могут  быть  связаны  с  особенностями  структуры  ферментов  и 

различным механизмом действия на опухолевые клетки. Например, свободная  L-

АСНаза T. sibiricus отличается от L-АСНаз EwA и E. coli расположением активного 
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центра,  конформацией  гибких  петель,  С-концевого  участка  и  междоменного 

линкера,  а  также тем,  что активна не тетрамерной,  а  димерной форме  [242].  L-

АСНаза R. rubrum также активна в димерной форме и в отличие от большинства L-

АСНаз имеет  очень короткую последовательность  (172 аминокислоты)  и  может 

напрямую  проникать  в  опухолевые  клетки  [242].  В  связи  с  этим  при 

иммобилизации структура и расположение активного центра L-АСНаз T. sibiricus и 

R.  rubrum могли изменяться иначе, чем у  L-АСНаз  EwA и  E.  coli.  Кроме того,  в 

отличие от  L-АСНаз  EwA и  E.  coli,  ферменты  T.  sibiricus [57] и  R.  rubrum [242] 

обладают пониженной аспарагиназной (Km для  аспарагина   0,22  мМ и  2,8  мМ, 

соответсвенно)  и  глутаминазной  активностью  (5%  и  0,1%  от  аспарагиназной 

активности,  соответственно).  Поэтому  вклад  в  противоопухолевый  эффект  L-

АСНаз T.  sibiricus и R. rubrum аспарагиназной и глутаминазной активности после 

иммобилизации  был  минимален.  При  этом  L-АСНаза  R.  rubrum обладала 

наименьшей  среди  всех  представленных  L-АСНаз  противоопухолевой 

активностью,  что  можно объяснить  её  особым механизмом противоопухолевого 

действия,  связанным  с  проникновением  внутрь  опухолевых  клеток  [64].  Таким 

образом,  несмотря  на  то,  что  иммобилизация  L-АСНаз  на  плёнки  NaIO4-ОБЦ 

повышает  их  стабильность  и  пролонгирует  ферментативную  активность, 

цитотоксическая  активность  L-АСНаз  также  определяется  источником  их 

происхождения,  четвертичной  структурой,  расположением  активного  центра  и 

механизмом действия на опухолевые клетки [15].

Следует  отметить  несколько  ограничений  настоящей  работы.  Оценка 

цитотоксической активности иммобилизованных  L-АСНаз проводилась только на 

клеточных линиях опухолей. Для подтверждения противоопухолевой активности 

необходимы исследования in vivo. Также, несмотря на наличие общего основного 

механизма  действия  (гидролиз  L-аспарагина)  L-АСНаз,  их  первичные 

аминокислотные  последовательности  различаются,  что  может  влиять  на  их 

каталитические  свойства  и  эффективность  иммобилизации.  Таким  образом, 

стратегии иммобилизации лучше подбирать в зависимости от структуры фермента. 

Кроме  того,  не  все  типы  раковых  клеток  восприимчивы  к  L-АСНазам, 

иммобилизованным на плёнках ОБЦ, так как могут иметь различные механизмы 

резистентности. Данное исследование проводилось на клеточных линиях с низкой 
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чувствительностью  к  свободной  форме  L-АСНаз,  а  токсичность  достигалась, 

вероятно,  за  счет  пролонгирования  каталитической  активности  ферментов 

посредством структурной стабилизации и низкой экспрессии АСНС.

С  точки  зрения  будущих  перспектив  и  потенциального  применения, 

иммобилизацию L-АСНаз на плёнках NaIO4-ОБЦ можно считать многообещающей 

стратегией для терапии поверхностных опухолей (например, меланом), оставшихся 

после  хирургического  удаления.  Такой  подход  был  использован  в  мышиных 

моделях, где опухоли удалялись хирургическим путем, а затем наносились пленки, 

содержащие лекарственное средство, для устранения любых оставшихся остатков 

опухоли  после  операции  [297].  В  других  исследованиях  авторы  использовали 

окрашенные  пластыри,  предназначенные  для  целенаправленной  локальной 

доставки лекарств в меланому [298]. Также было проведено исследование на людях 

(64  пациента),  в  котором  на  окисленную  целлюлозу  в  виде  салфеток  был 

нековалентно  иммобилизован  цисплатин  для  интраоперационной  локальной 

химиотерапии больных раком головы и шеи. Данный подход повзолил уменьшить 

рецидив по сравнению с контрольной группой: после лечения через 3 года 3 месяца 

рецидивы отсутствовали у 54,7% и 38,9% пациентов, соответственно [299].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

БЦ является перспективным носителем для доставки различных препаратов 

благодаря  биосовместимости,  нетоксичности  и  возможности  непрерывной 

локализованной  доставки  в  опухоль.  Ранее  плёнки  БЦ  не  использовались  для 

иммобилизации  L-АСНаз,  однако,  многие  противоопухолевые  препараты  были 

иммобилизованы на БЦ. В данной работе впервые для увеличения стабильности и 

пролонгирования действия L-АСНаз были использованы плёнки БЦ и разработаны 

четыре  модификации  плёнок.  Для  нековалентной  иммобилизации  L-АСНаз 

использовали нативные плёнки БЦ и плёнки БЦ-хитозан. Впервые показано, что 

иммобилизованная  на  нативные  плёнки  L-АСНаза  EwA  сохраняла 

ферментативную активность и обладала высокой цитотоксичностью в отношении 

линии клеток меланомы человека A875. При иммобилизации на плёнки БЦ-хитозан 

фермент  обладал  пролонгированной  в  2  раза  цитотоксической  активностью  на 

клетки  меланомы  А875  по  сравнению  с  L-АСНазой,  иммобилизованной  на 

нативные плёнки БЦ. Для ковалентной иммобилизации L-АСНаз плёнки БЦ были 

окислены ТЕМПО или NaIO4. По сравнению со свободной формой фермента, при 

иммобилизации  на  плёнки  NaIO4-ОБЦ  L-АСНазы  (EwA,  E.  coli,  T.  sibiricus,  R. 

rubrum) обладали повышенной термостабильностью и были устойчивы к действию 

трипсина.  При  оценке  цитотоксичности  L-АСНазы  EwA,  иммобилизованной  на 

плёнки NaIO4-ОБЦ выявлено, что фермент сохраняет цитотоксическую активность 

даже после пяти последовательных инкубаций на всех линиях опухолевых клеток, 

в  том  числе  изначально  мало  чувствительных  к  действию  фермента.  На 

нормальные клетки L-АСНаза EwA, иммобилизованная как на все типы плёнок не 

оказывала цитотоксического воздействия. Эти результаты расширяют возможности 

потенциального  применения  L-АСНаз  не  только  для  лечения  ОЛЛ,  и 

подчеркивают,  что  плёнки  ОБЦ  являются  перспективной  платформой  для 

иммобилизации  L-АСНаз  для  лечения  солидных  опухолей.  Плёнка  ОБЦ  с 

ковалентно иммобилизованной L-АСНазой может быть перспективным вариантом 

для  уничтожения  оставшихся  опухолевых  клеток  после  операции.  В  будущем 

планируется продолжение исследований формуляции NaIO4-ОБЦ, где ОБЦ будет 

гомогенизирована,  и  будут  изучены  различные  пути  доставки  L-АСНазы, 

иммобилизованной на NaIO4-ОБЦ in vivo.  
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ВЫВОДЫ

1) Плёнки БЦ, выращенные в течение 96 ч, способны адсорбировать наибольшее 

количество L-АСНазы при сохранении наибольшей ферментативной активности и 

наибольшего времени высвобождения.

2) Модификация  плёнок  БЦ  хитозаном  приводит  к  формированию  более 

упорядоченной  пористой  структуры  плёнок,  увеличивает  их  адсорбционную 

ёмкость и понижает скорость высвобождения фермента в два раза.

3) Ковалентная  иммобилизация  L-АСНаз  на  плёнки  БЦ,  окисленные  NaIO4, 

увеличивает температуру инактивации фермента до 60 °С, расширяет диапазон рН 

действия фермента до 6–11, повышает устойчивость к действию мочевины в 8 раз и 

приводит к устойчивости к действию трипсина. 

4) L-АСНазы,  иммобилизованные  на  нативные  плёнки  БЦ  и  плёнки  БЦ, 

модифицированные  хитозаном,  сохраняют  активность  в  отношении  клеток 

солидных  опухолей.  Ковалентная  иммобилизация  L-АСНаз  на  плёнки  БЦ, 

окисленные NaIO4, пролонгирует активность ферментов и вызывает гибель клеток, 

изначально слабо чувствительных к действию свободных форм L-АСНаз.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

Ала – аланин; 

Арг – аргинин; 

Асн – аспарагин; 

АСНС – аспарагинсинтетаза;

Асп – аспарагиновая кислота;

АСТ – аспартаттрансаминаза;

АФК – активные формы кислорода;

БСА – бычий сывороточный альбумин;

БЦ – бактериальная целлюлоза; 

ГК – глюкокиназа; 

Гли – глицин; 

Глн – глутамин;

Глу – глутаминовая кислота;

Лиз – лизин; 

МЕ – международная единица;

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз;

ОП – оптическая плотность;

Про – пролин; 

ПЭГ – полиэтиленгликоль; 

ПЭИ – полиэтиленимин;

Сер – серин; 

СЭМ – сканирующая электронная микроскопия

Тир – тирозин; 

Т-ОЛЛ - Т-клеточный острый лимфобластный лейкоз;

Тре – треонин; 

УДФ – уридилдифосфат;

УДФГ – уридилдифосфатглюкоза; 

УФДГФ – УДФГ фосфорилаза; 

ФГМ – фосфоглюкомутаза; 

Цис – цистеин; 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот; 
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ЭБС – эмбриональная бычья сыворотка;

ЭР – эндоплазматический ретикулум;

AAR (Amino acid response) – механизм, запускаемый в клетках млекопитающих в 

результате истощения аминокислот;

AKT – RAC-альфа серин/треонин-протеинкиназа, кодируемая человеческим геном 

AKT3;

aPD-1 (Programmed cell Death protein 1) – антитело к белку запрограммированной 

клеточной гибели 1;

APC (Adenomatous polyposis coli) – ген аденоматозного полипоза толстой кишки; 

APTES (3-aminopropyltriethoxysilane) – 3-аминопропилтриэтоксисилан;

ATF4 (Activating transcription factor 4) – активирующий фактор транскрипции 4;

BCL-2 (B-cell lymphoma-2) – белок B-клеточной лимфомы-2;

BMP-2 (Bone morphogenetic protein 2) – костный морфогенетический белок 2;

BRAF – серин/треониновая протеинкиназа B-raf;

BsA – L-аспарагиназа Bacillus subtilis; 

c-MYC (cellular myelocytomatosis oncogene) – протоонкоген, представитель 

семейства белков MYC, главный фактор транскрипции для пролиферации клеток;

CpA - L-аспарагиназа Cavia porcellus; 

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) – цитотоксический Т-

лимфоцитарно-ассоциированный антиген 4;

C-ди-ГМФ (cyclic diguanylate) – циклическая дигуановая кислота;

DSPE (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) – 1,2-дистеароил-sn-

глицеро-3-фосфоэтаноламин;

E. coli – Esherichia coli;

EcA – L-аспарагиназа Esherichia coli; 

eIF2 (eukaryotic Initiation Factor 2) – фактор инициации эукариот 2;

ErA – L-аспарагиназа Erwinia chrysanthemi; 

ERK (Extracellular signal-regulated kinase) – активируемая внеклеточными 

сигналами киназа;

EwA – L-аспарагиназа Erwinia carotovora; 

FDA (Food and Drug Administration) – Управление по контролю качества пищевых 

продуктов и лекарственных средств США;
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GCN2 – недерепрессируемая 2-киназа общего контроля;

GPTMS (3-glycidyloxypropyltrimethoxysilane) – 

глицидилоксипропилтриметоксисилан; 

GRAS (Generally Recognized As Safe) – общепризнанный как безопасный;

GSK3 (glycogen synthase kinase 3-dependent protein) – гликогенсинтаза киназо-3-

зависимый белок;

GSK3-β (glycogen synthase kinase-3 beta) – гликогенсинтаза киназа-3 бета;

HEPES - 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота

HpA – L-аспарагиназа Helicobacter pylori; 

HsA – L-аспарагиназа Homo sapiens; 

IFN-γ (interferon gamma) – интерферон-гамма;

IVKAV (isoleucine-lysine-valine-alanine-valine) – пептид изолейцин-лизин-валин-

аланин-валин

Kcat – каталитическая константа, показывающая число оборотов фермента; 

Km – константа Михаэлиса;

KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) - протоонкоген, представитель семейства белков 

Ras;

LC3 II (Light Chain 3 II) – мембраносвязанная форма белка LC3, ассоциированного 

с аутофагосомой;

LjNSE – L-аспарагиназа Lotus japonicas; 

LlA – L-аспарагиназа Lupinus luteus; 

L-АСНаза – L-аспарагиназа; 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) – митоген-активируемая протеинкиназа; 

MCM-41 (Mobil Composition of Matter No. 41) – азотсодержащий упорядоченный 

мезопористый углерод со структурой МСМ-41;

MEK (MAPK/ERK, mitogen-activated protein kinase kinase) – митоген-активируемая 

протеинкиназа киназа; 

MOPS 3-(N-морфолино)пропансульфоновая кислота

mTOR (mammalian target of rapamycin) – мишень действия рапамицина у 

млекопитающих;

mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) – мишень действия 

рапамицинового комплекса 1 у млекопитающих;
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NHS (N-hydroxysuccinimide) – N-гидроксисукцинимид; 

Ntn (N-terminal nucleophile) гидролазы – суперсемейство N-концевых 

нуклеофильных гидролаз;

PD-1 (Programmed cell death protein 1) – рецептор программируемой клеточной 

смерти 1;

PD-L1 (Program death ligand 1) – лиганд программируемой клеточной смерти 1;

PEDOT (poly(3,4-ethylenedioxythiophene)) – поли(3,4-этилендиокситиофен);

PERK (Protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase) - PKR-подобная киназа 

эндоплазматического ретикулума;

PIPES – пиперазин-N, N′-бис(2-этансульфоновая кислота);

PfA – L-аспарагиназа Pyrococcus furiosus; 

PhA – L-аспарагиназа Pyrococcus horikoshii; 

PLGA – поли(молочная-со-гликолевая кислота); 

Ppy (полипиррол) – полипиррол;

PvA – L-аспарагиназа Phaseolus vulgaris; 

PVDMA (polyvinyl dimethylazlactone) – поли(2-винил-4,4-диметилазлактон);

RagB (Ras-related GTP-binding protein B) – Ras-родственный ГТФ-связывающий 

белок B;

Ras (Rat sarcoma virus) – суперсемейство генов и кодируемых ими белков, которые 

относятся к малым G-белкам (малым ГТФазам); 

ReA – L-аспарагиназа Rhizobium etli;

RrA – L-аспарагиназа Rhodospirillum rubrum; 

RTK (Receptor tyrosine kinase) – рецепторная тирозинкиназа;

SOX12 (sex-determining region Y (SRY)-box) – транскрипционный фактор SRY-box 

12;

TEMПO – 2, 2, 6, 6-тетраметилпиперидин-1-оксил;

UPR (Unfolded protein response) – развернутый белковый ответ;

VcA – L-аспарагиназа Vibrio cholerae; 

Vmax – максимальная скорость реакции;

WsA – L-аспарагиназа Wolinella succinogenes; 

YpA – L-аспарагиназа Yersinia pestis.
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