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В данной работе проведено исследование влияния гепарина на процесс связывания VEGF-A165  — 
наиболее распространенного и важного из факторов роста — и моноклонального антитела беваци-
зумаб методом биослойной интерферометрии. Смоделирован комплекс полноразмерного антитела 
бевацизумаб с VEGF-A165. Полученные данные можно использовать при терапии с использованием 
данного антитела, а также в разработке других терапевтических антител c максимальной специфич-
ностью к мишеням в различных условиях.
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In this work, we studied the effect of heparin on the binding process of VEGF-A165, the most common and 
important growth factor, and the monoclonal antibody bevacizumab by bio-layer interferometry. A complex 
of the full-length bevacizumab antibody with VEGF-A165 was modeled. The data obtained can be used 
in therapy with this antibody, as well as in the development of other therapeutic antibodies with maximum 
target specificity under various conditions.
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Наиболее эффективные таргетные препа-
раты, занимающие основной финансовый 
объем фармацевтического рынка, пред-
ставляют собой моноклональные антитела, 
отобранные из комбинаторных библио-
тек по принципу их наивысшего сродства 
к мишени. Исследование взаимодействия 
антитела и антигена проводится в усло-
виях раствора, далёких от условий крово-
тока: в стандартных буферах отсутствуют 
сывороточный альбумин, иммуноглобу-
лины, липопротеины, а также различные 
низкомолекулярные соединения и ионы, 
концентрация которых может варьировать 
в физиологических пределах или сущест-
венно изменяться при некоторых патологи-
ях. Мажорные компоненты крови, а также 
низкомолекулярные агенты способны вли-
ять на взаимодействие антиген-антитело 
за счет эффекта молекулярного краудинга 
или низкоспецифических взаимодействий 
с антигеном и антителом. Поиск способов 
сохранения функциональных свойств этих 
препаратов, которые при сохранении аф-
финности позволили бы снизить побочные 
эффекты и вводимую дозу при увеличении 
сроков хранения, является актуальной зада-
чей медицинской биотехнологии, которая, 
в свою очередь, тесно связана с задачей  
изучения влияния различных добавок 
на взаимодействие антиген-антитело.

В данной работе было проведено изуче-
ние влияния гепарина на взаимодействие 
антиген-антитело в модельной системе те-
рапевтического антитела бевацизумаб и его 
мишени VEGF-А165.

VEGF — это сигнальный белок, иг-
рающий наиболее важную роль в орга-
низме человека среди других факторов 

роста [2]. Он вырабатывается клетками 
для стимулирования роста новых сосудов 
[4]. Актуальность исследования свойств 
VEGF обусловлена также его прогностиче-
ской важностью при развитии различных 
заболеваний, а также эффективностью ан-
тиангиогенной терапии при лечении неко-
торых видов рака, тромбоза, ретинопатии 
и макулодистрофии и перспективностью 
применения терапевтических индукто-
ров ангиогенеза [1]. Рецепторы к данному 
фактору присутствуют как на эндотели-
альных, так и на других типах клеток, чем 
обусловлены множественные эффекты 
VEGF. VEGF-A относится к белкам с боль-
шой долей внутренней неупорядоченности, 
и на сегодня отсутствует кристаллическая 
структура полноразмерного белка, а суще-
ствующие работы посвящены исследова-
нию его отдельных частей. Недавно нами 
была предложена модель полноразмерного 
VEGF-A165, при этом линейные размеры 
модели и содержание элементов вторичной 
структуры соответствовали эксперимен-
тальным данным, полученным методами 
кругового дихроизма и динамического рас-
сеяния света [8].

Бевацизумаб (DrugBank Accession 
Number, DB00112) представляет собой ре-
комбинантное гуманизированное монокло-
нальное антитело, которое избирательно 
связывается и нейтрализует биологическую 
активность человеческого VEGF-А165 [5]. 
Для эффективной передачи сигнала VEGF 
требуется связывание с корецепторами, 
нейропилином и гепарином (HE). HE пред-
ставляет собой кислый серосодержащий 
гликозаминогликан. В клинической пра-
ктике он применяется как антикоагулянт 
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прямого действия [9]. Концентрация HE 
в плазме у клинически здоровых лиц со-
ставляет 1–2,4 мг×л-1[3]. Связывание HE 
с VEGF-А165 модулирует связанный с ан-
гиогенезом каскад [6, 7]. Ранее нами было 
показано, что HE не влияет на вторичную 
структуру VEGF-А165, но увеличивает 
площадь его гидрофобной поверхности 
и способствует его агрегации [8].

Полноразмерная разрешенная структу-
ра бевацизумаба и его комплекса с VEGF 
на сегодня отсутствует. Это делает пра-
ктически невозможным прогнозирование 
необходимых изменений, ведущих к уве-
личению сродства антител к антигену, ис-
ходя из вклада отдельных аминокислот 
в поддержание стабильности структуры 
антитела. Также трудно оценить влияние 
лигандов различной природы, являющихся 
неотъемлемой частью реальных систем.

Кинетические и равновесную константы 
взаимодействия VEGF-A165 и бевацизума-
ба в присутствии НЕ определяли методом 
биослойной интерферометрии с исполь-
зованием OCTET QKE System. В данной 
работе VEGF-A165 (0,5 мкМ) иммоби-
лизовали химически через аминогруппы 
на поверхности биосенсора. Концентрация 
бевацизумаба в экспериментах составила 
15 и 20 нМ. В качестве целевой добавки ис-
пользовался гепарин в концентрациях 32–
224 нМ. Расчет констант взаимодействия 
лиганда (VEGF-А165) с аналитом (беваци-
зумаб) проводили с использованием схемы 
бивалентного аналита и стандартной про-
граммы Octet Data Analysis. Равновесная 
константа диссоциации комплекса беваци-
зумаб–VEGF-А165 0,15±0,43 нМ совпадает 
с литературными данными [10], при этом 
добавление гепарина в концентрации 32 нM 
не влияло на равновесную константу дис-
социации комплекса. Добавление 224 нM 
гепарина увеличило её в 38 раз: 5,7±1,1 нМ. 
В присутствии такой концентрации гепари-
на константа скорости ассоциации умень-

шилась в 15,8 раза, а константа скорости 
диссоциации увеличилась в 2,4 раза.

Для проведения in silico анализа взаи-
модействий антиген-бевацизумаб, а так-
же установления возможного механизма 
влияния гепарина на комплекс антиген- 
антитело были смоделированы модели 
полноразмерного антитела и его комплек-
са с VEGF-A165. Моделирование прово-
дилось на основе доступной кристалличе-
ской структуры фрагмента бевацизумаба 
(мутантная форма), представленной в PDB 
банке (PDB код 6BFT) и предсказанными 
серверами AlphaFold (https://alphafold.ebi.
ac.uk/) и I-Tasser (https://zhanggroup.org/I-
TASSER/) тяжелой и легкой цепей бева-
цизумаба. Линейные размеры модели соот-
ветствовали экспериментальным данным, 
полученным методом динамического рас-
сеяния света (гидродинамический радиус 
RH=6,4 нм). Для моделирования комплекса 
VEGF-A165–бевацизумаб использовался 
сервер ClusPro (https://cluspro.bu.edu/login.
php). С помощью специализированного 
скрипта для Pymol для полученного ком-
плекса были найдены остатки, входящие 
в сайт взаимодействия, которые относятся 
как к рецептор-связывающему, так и гепа-
рин-связывающему домену VEGF. Более 
того, предполагаемый сайт связывания HE-
VEGF-А165 [8] имеет общие аминокислоты 
с сайтами связывания бевацизумаба и ре-
цепторов, что может объяснить влияние HE 
на взаимодействие VEGF-А165 с антителом.

Таким образом, были получены данные 
о степени влияния гепарина на взаимодей-
ствие бевацизумаба с VEGF-A165, а также 
смоделирован комплекс полноразмерного 
антитела с VEGF-A165. Полученные ре-
зультаты могут учитываться при терапии 
с использованием данного антитела, а так-
же при разработке других терапевтических 
антител c максимальной специфичностью 
к мишеням в различных условиях и функ-
циональной стабильностью.
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