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Резюме: В  работе  предложены  методы  пробоподготовки  и  масс-

спектрометрической  идентификации  модифицированных  фосфорорганическими

соединениями  (на  примере  российского  Vx)  пептидов  активного  центра

бутирилхолинэстеразы.  Предлагаемые  подходы позволяют  определять  факт  контакта  с

веществом типа Vx в биопробах с пределом обнаружения менее 1 нг/мл в плазме крови

(по аддукту с БХЭ) и при менее 5 % ингибировании БХЭ.
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Abstract: Methods  of  sample  preparation  and  mass  spectrometric  identification  of

butyrylcholinesterase  (BChE)  adducts  with organophosphorus  compounds  (e.g.  Russian  Vx)

were  proposed. This  approaches allow to  determine  the  contact with  Russian  Vx  (VR)  in
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biological samples with a detection limit of less than 1 ng/ml VR in plasma (for BChE adduct)

and less than 5% inhibition of BChE. 

Key  words: butyrylcholinesterase,  organophosphorus  compounds,  adduct,

immunoprecipitation, VX, VR.

Фермент  бутирилхолинэстераза  (БХЭ)  плазмы  крови  человека  является

чувствительной  мишенью  действия  фосфорорганических  соединений  (ФОС).

Классическими  методами  определения  факта  интоксикации  ФОС  являются

биохимические  методы  определения  степени  ингибирования  БХЭ.  Методами  масс-

спектрометрии  можно  идентифицировать  ковалентные  аддукты  БХЭ  с

фосфорорганическими  соединениями  у  экспонированного  человека  [1,  2,  3].  Поиск

надежных  и  долгоживущих  маркеров  интоксикации  ФОС  и  разработка  методов  их

детекции остаются актуальными задачами в токсикологии. 

Фосфонилированный  пептид,  принадлежащий  БХЭ  и  содержащий  серин-226

(серин-198 в зрелом белковом продукте),  может быть получен  путем ферментативного

гидролиза БХЭ, выделенной из плазмы крови [4], и выявлен методами хроматографии и

масс-спектрометрии.  Определение  аддукта  масс-спектрометрическими  методами

позволяет не только выявить факт ингибирования активного центра холинэстеразы, но и

установить  соединение,  которым  оно  было  вызвано.  Маркером  интоксикации  при

реализации описанного метода является модифицированный фосфонилированный пептид.

Концентрация  БХЭ  в  плазме  крови  составляет  3-5  мкг/мл.  Для  масс-

спектрометрического анализа и идентификации модифицированных пептидов активного

центра БХЭ требуется выделение фермента и удаление мажорных белков плазмы крови.

Широкое применение для очистки БХЭ получил метод аффинной хроматографии [5, 6].

БХЭ выделяют с использованием прокаинамидного геля, при этом было показано, что для

идентификации аддуктов с ФОС достаточно 1 мл плазмы крови [7, 8].  Альтернативным

подходом  является  использование  металл-аффинной  хроматографии  для  выделения  и

обогащения модифицированных ФОВ пептидов из гидролизатов плазмы крови [9].

Другим подходом для выделения холинэстераз из крови является использование

иммуномагнитных  микросфер  с  привитыми  антителами  [10,11].  Эффективность

выделения БХЭ продемонстрировали антитела к БХЭ в реакции иммунопреципитации с

использованием ферромагнитных микросфер [10]. 
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Использование эпоксиактивированных функционализированных поверхностей для

иммунопреципитации является активно используемым и достаточно простым подходом в

протеомике  [12].  В  отличие  от  многостадийных  и  довольно  трудоемких  подходов  по

синтезу  иммуномагнитных  сорбентов,  описанных  выше,  в  настоящей  работе  мы

предложили  использование  эпоксиактивируемых  магнитных  частиц  для  получения

ковалентно привитых антител к БХЭ, которые были использованы для детекции БХЭ-

аддуктов  с  фосфорорганическими  соединениями  в  плазме  крови  человека  на  примере

высокотоксичного российского Vx (VR). 

Материалы и методы

Получение иммуномагнитных микросфер с привитыми антителами

Иммуномагнитные микросферы ковалентно присоединяли к антителам (клон 3Е8

HAH0020102,  Thermo Fisher) согласно протоколу к набору  Dynabeads Antibody Coupling

Kit (143.11D,  Invitrogen).  Ферромагнитные  микросферы  отделяли  от  растворов  в

магнитном штативе DynaMag. 

Выделение  бутирилхолинэстеразы  методом  иммунопреципитации  с

использованием иммуномагнитных микросфер с привитыми антителами

Суспензию  микросфер  тщательно  перемешивали,  аликвоты  объемом  50  мкл

помещали  в  микропробирки  вместимостью  1,5  мл,  буферный  раствор  удаляли.

Микросферы промывали 200 мкл 0,1M раствором фосфатно-солевого буфера  (pH 7,4).

Иммуномагнитные  микросферы  инкубировали  с  250  мкл  образца  плазмы  крови  при

комнатной температуре в течение 2 ч при перемешивании. Затем микросферы отделяли от

плазмы с использованием магнитного штатива и промывали несколько раз 200 мкл 0,1M

раствором  фосфатно-солевого  буфера.  БХЭ  элюировали  с  микросфер  100  мкл  0,6%

водного  раствора  муравьиной  кислоты.  Для  проведения  ферментативного  гидролиза

отбирали 95 мкл супернатанта.

Ферментативный гидролиз с использованием пепсина

95  мкл  свежеприготовленного  раствора  пепсина  в  0,6%  муравьиной  кислоте

концентрацией 0,5 мг/мл добавляли в каждый образец, пробы инкубировали 2 часа при

37°C.

Подготовка образцов к анализу

Из полученного гидролизата отбирали аликвоту 45 мкл и добавляли 5 мкл раствора

синтетического  фосфорилированного  нонапептида  (100  нг/мл).  Добавление  стандарта

позволяет контролировать правильность прохождения ВЭЖХ-МС/МС анализа.
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Идентификация  фосфонилированных  модификаций  бутирилхолинэстеразы

методом ВЭЖХ-МС/МС

Анализ  проводили  на  жидкостном  хромато-масс-спектрометрометрическом

комплексе, хроматограф Agilent 1290 Infinity и масс-селективный детектор Bruker AmaZon

ETD. Условия ионизации - согласно инструкции, прилагаемой к электроспрею: скорость

потока  газа-осушителя  9  л/мин;  давление  на  распылителе  30  psi;  температура  газа-

осушителя 280ºС; напряжение на капилляре -  4000В; Детектирование осуществляли по

фрагментным ионам в режиме  MS/MS, тип диссоциации –  CID. Параметры тандемного

масс-спектрометрического анализа: мониторинг множественных реакций (MRM), ширина

пика при изоляции – 4; режим сканирования UltraScan; регистрация фрагментных ионов в

диапазоне m/z от 100 до 1200. 

Для  хроматографии  использовали  монолитную  колонку  фирмы Millipore

Сhromolith Performance RP-18e 100-2  мм  (Millipore).  Температура  термостата  колонки

30oC.  В  качестве  буфера  А  в  градиентой  системе  использовали  смесь  98,9% H2O,  1%

ацетонитрил, 0,1% муравьиная кислота (v/v). В качестве буфера Б для градиентой системы

использовали 89,9% ацетонитрил, 10% H2O, 0,1% муравьиная кислота (v/v). 

Обработка данных 

На масс-хроматограмме по масс-спектрометрическим характеристикам и временам

удерживания идентифицировали нонапептид БХЭ и его модификацию (таблица),  затем

определяли площадь хроматографического пика.

Таблица  -  Масс-спектрометрические  и  хроматографические  характеристики  пептида

активного центра холинэстераз с различными модификациями пептида активного центра

БХЭ (переходы в режиме мониторинга множественных реакций).

Определяемое соединение MRM переход
Время

удерживания, мин
Нонапептид (нативная форма)

FGESAGAAS
796,3→778,4; 673,3; 602,3 3,8

Деалкилированный нонапептид,
модифицированный по серину

метилфосфоновой кислотой
FGES(MPA)AGAAS

874,2→778,4; 673,3; 602,3 5,7

Нонапептид, модифицированный по
серину остатком фосфорной к-ты

FGES(PA)AGAAS
876,2→778,4; 673,3; 602,3 4,9

Нонапептид, модифицированный по
серину остатком VR

FGES(IsobuthylMPA)AGAAS
930,4→778,4; 673,3; 602,3 7,6
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Результаты и обсуждение

В результате ферментативного гидролиза БХЭ в присутствии пепсина образуется

нонапептид FGESAGAAS, содержащий серин активного центра холинэстеразы. Следует

отметить,  что данный участок белка является  консервативным у человека и лошади,  а

также общим для БХЭ плазмы крови и ацетилхолинэстеразы эритроцитов. Для отработки

ферментативного  гидролиза  и  определения  времени  удерживания  нативного  и

модифицированного пептидов использовали коммерчески-доступную БХЭ лошади.

В образцах донорской плазмы крови человека, инкубированной с веществом типа

Vx (VR), выявляется полноразмерный аддукт БХЭ с этим соединением. Следует отметить,

нонапептид БХЭ с  VR обладает хорошей способностью к ионизации, уже при конечной

концентрации  1  нг/мл  площадь  хроматографического  пика  аддукта  с  VR и

немодифицированного  нонапептида  практически  соизмеримы.  Линейный  участок

зависимости  увеличения  площади  аддукта  VR и  уменьшения  площади  нативного

нонапептида наблюдается при внесении  VR в диапазоне концентраций от 1 до 15 нг/мл

(рисунок). Подобные концентрации в плазме крови человека характеризуются отсутствием

холинэргических симптомов или свидетельствуют о легкой степени интоксикации. 

В  отличие  от  аддуктов  БХЭ с  зарином  или  зоманом  (данные  не  представлены)

аддукт с VR практически не подвергается спонтанному деалкилированию или «старению»,

аддукт  с  остатком  метилфосфоновой  кислоты  не  был  идентифицирован  и  после

нескольких дней инкубации с  VR. Так как практически не формируется состарившийся

аддукт,  соотношение  площадей  пиков  модифицированного  и  максимально

модифицированного пептида БХЭ может коррелировать со степенью ингибирования БХЭ.

Следует  отметить,  что детекция только модифицированного пептида БХЭ и отсутствие

немодифицированного в масс-хроматограмме наблюдается на уровне 80% ингибирования

БХЭ, определенное методом Эллмана. Таким образом, вклад в общую ферментативную

активность БХЭ вносят и другие ферменты плазмы крови. 
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Рисунок  – График зависимости площади хроматографического пика модифицированного
и нативного нонапептидов БХЭ от концентрации (нг/мл) вещества типа Vx (RVx) в

донорской плазме крови человека

Аддукты белков крови с ФОВ являются долгоживущими маркерами отравления,

бутирилхолинэстераза  человека  имеет  время  полужизни  11  суток  и  использование

предлагаемых методов позволит значительно усилить доказательную базу и надежность

ретроспективного химико-токсикологического анализа. 

Предлагаемые  подходы  могут  быть  использованы  для  разработки  методов

подтверждения  клинических  случаев  острого  и  хронического  отравления,  контакта  с

различными ФОС; проведения экспертизы.

Работа выполнена при поддержке ФМБА России (контракт № 25.441.14.0).
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