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1. Полное и краткое название инновационного проекта

Полное название: Технология биокатализа для получения D-изомеров аминокислот, используемых в фармакологической и биотехнологической промышленностях 

Краткое название:  Технология  биокатализа для получения D-изомеров аминокислот

2. Направление инновационного проекта

· Биотехнологии

3. Срок реализации проекта

· 2 года;

4. Инновационные характеристики проекта

1. Название конечного инновационного продукта: Система биокатализа для получения D-изомеров аминокислот. 

2. Описание инновационного проекта и инновационного продукта, назначение инновационного продукта:

Комплексный подход для решения поставленной задачи позволяет разделить конечный продукт на две части:

1) Технология биокаталитического превращения аминокислот, основанная на сопряженных ферментативных реакциях – решение нужд биофармацевтической промышленности России;

2) Полезная модель производства D-изомеров аминокислот, используемых в производстве цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина – удовлетворение потребностей красноярского завода медпрепаратов «Красфама».

3. Техническое описание проекта:

 SHAPE 



1. Предполагаемая реализация полученного в результате работы продукта: 

· Организация производства инновационной продукции на действующем предприятии. 

2. Научно-технический задел по проекту, степень раскрытия результатов научно-технических исследований: 

НИР по данной теме ведутся с 2012 года. На данный момент получены клоны E. Coli, супер-продуценты аминотрасферазы аминокислот с разветвленной цепью и трансаминазы D-аминокислот. Разработанным методом сделан профайлинг ферментов по субстратам с использованием капиллярного электрофореза Beckman PA 800 plus и времяпролетного масс спектрометра Waters Synapt G2.  

3. Оценка рынков сбыта конечного продукта.

Конкуренция на рынке.

3. Потенциальные потребители инновационного продукта:

Понтенцальными потребилтелями инновационного продукта будут являться Красноярский завод медпрепаратов «Красфарма» в частности и фармацевтическая промышленность в целом, а также научно-исследовательские институты Красноярского края и  России. 
1) Технология биокаталитического превращения аминокислот, основанная на сопряженных ферментативных реакциях – решение нужд биофармацевтической промышленности России;

2) Полезная модель производства D-изомеров аминокислот, используемых в производстве цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина – удовлетворение потребностей красноярского завода медпрепаратов «Красфама».

Предложенный метод производства D-аминокислот будет являться недорогим, быстрым и  высокоавтоматизированным.

2. Анализ конкурентоспособности (наличие конкурентов, потенциальные конкуренты, преимущества и недостатки конкурентов и их продукции, табл. 1):

Таблица 1. Преимущества перед аналогами в стране и за рубежом

	Технико-экономические показатели (наименование и единицы измерения)
	Наименования аналогов инновационной продукции
	Наименование инновационной продукции
	В чем проявляются новые качества предлагаемого продукта по сравнению с аналогами.

	
	«Производство D-аланина используя L-аланин из DL-аланиновой смеси». CN1599798-A
	«Гидролиз L-гуанидино-валерьяновой кислоты для производства D-пролина». WO9801577-A1
	«Cистема биокатализа для получения D-изомеров аминокислот»
	Предлогаемый метод позволяет получать весь спектр D-аминокислот из их L-изомеров

	Показатель
	Производство только D-аланина без образования пировиноградной кислоты как побочного продукта
	Производство D-пролина и его производных
	Производство D-изомеров всех аминокислот. Технология основана на использовании трансаминаз.
	Конкурентные преимущества

Универсальность

Чистота продукта

Быстрота получения продукта

Низкая стоимость продукта (2 доллара/грамм)

	Принципиально новые качественные возможности
	Использование гифомицетов
	Используемые микроорганизмы могут утилизовать производные  гуанидино-валерьяновой кислоты как единственный источник азота 
	Использвание трансаминаз, позволяющих рециркулировать побочный продукт с образованием субстрата
	Заключение

Методики получения D-изомеров аминокислот, предложенные в аналогах 1 и 2, являются узкоспециализированными и могут быть использованы только для получения ограниченного количества продуктов. Также они требуют трудоемких процессов очистки продуктов, поскольку включают прямое использование микроорганизмов. Предложенный метод основан на использовании системы биокатализа, а поэтому является универсальным и не требующим глубокой очистки продукта.


4. Срок превращения идеи в конечный продукт и выход его на рынок, Прогнозируемые риски.

4. НИОКР, необходимые окончания разработка системы биокатализа для получения D-изомеров аминокислот —  24 мес.

Возможные риски:

1. Риски, связанные с неудачей НИР по разработке технологий биокаталитического превращения аминокислот. 
2. Риск, связанный с возможным нежеланием ОАО красноярский завод медпрепаратов, «Красфама», использовать инновационные технологии биокатализа для модернизации производства.

3. Существует риск, связанный с возможностью создания и вывода на рынок аналогов продукта фирмами-конкурентами. Данную проблему можно решить путем защиты интеллектуальной собственности международными и российскими патентами.

5. Правовая охрана

Государственное бюджетное образовательное учреждение высшего профессионального образования «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф.Войно-Ясенецкого» Министерства здравоохранения и социального развития Российской Федерации готов оказать необходимое содействие в получении патента.

Достоверность приведенных сведений подтверждаю

Подпись руководителя (инициатора) проекта:  ________________ Миронов Г.Г.

ПОЛНОЕ описание Проекта

Дата заполнения: 30.08.2012

2. Полное и краткое название инновационного проекта

Полное название: Технология биокатализа для получения D-изомеров аминокислот, используемых в фармакологической и биотехнологической промышленностях.

Краткое название:  Технология биокатализа для получения D-изомеров аминокислот.

3. Направление инновационного проекта

· Биотехнологии

4. Срок реализации проекта

· 2 года;

5. Инновационные характеристики проекта

1. Название конечного инновационного продукта: Технология биокатализа для получения D-изомеров аминокислот. 

2.Описание инновационного проекта и инновационного продукта, назначение инновационного продукта:

В настоящее время D-изомеры используются в фармацевтической промышленности повсеместно. D-метионин используется при лечении слизистой оболочки рта и потере слуха, вызванной химиотерапией, антибиотиками или сильным шумом. D-фенилаланин применяется как анальгетик для теплокровных животных, а также как антидепрессант при болезни Паркинсона. D-аланин и D-серин проходили испытания для лечения нервно-психиатрических расстройств (шизофрения, болезнь Альцгеймера, аутизм, депрессия, нарушение обучаемости у детей, закрытые черепно-мозговые травмы и синдром дефицита внимания). 18F-меченные D-изомеры аминокислот используются в позитронно-эмиссионной томографии для дифференцировки раковых и здоровых тканей. D-пролин используется для лечения заболеваний, вызванных амилоидозом: болезнь Альцгеймера, сахарный диабет взрослого типа, наследственная амилойдная полиневропатия, скрепи и болезнь Крейтцфельда-Якоба.

D-аминокислоты являются необходимыми элементами при производстве медицинских препаратов и биологически активных веществ: тадалафил (сиалис, лечение нарушения эрекции), тимодепрессин (лечение псориаза), SCV-07 (иммуномодулятор, лечение хронического гепатита С), флувалинат (пиретройдный пестицид) и многие другие. Особую важность D-изомеры аминокислот играют при производстве антибиотиков для лечения инфекционных заболеваний, таких как ампициллин, пенициллин, моксициллин, цефалексин, цефалоспорин и многих других. Рынок антибиотиков в России в 2011 году составил 295 млн упаковок (30,2 млрд рублей), при этом доля импорта составила 35%. Стоит отметить, что перечисленные заболевания затрагивают миллионы людей в России ежегодно, снижая их трудоспособность, продолжительность и качество жизни, делая необходимым поиск новых путей лечения заболеваний и снижения стоимости производства уже имеющихся лекарств.

ОАО «Красфарма» выпускает в год более 40 млн. флаконов антибиотиков разных групп с использованием импортных субстанций. Для увеличения конкурентоспособности российской фармацевтической промышленности, необходим переход на использование отечественных компонентов. Стоит отметить, что предложенная технология является импортозамещающей.  

Средняя стоимость одного грамма чистых D-изомеров аминокислот составляет 25 долларов США. В то время как стоимость L-изомеров не превышает 1 доллара США за грамм. Эффективная система биокатализа позволит значительно снизить себестоимость производства D-изомеров. Используя промышленные масштабы производства можно ожидать наценки не более чем в 100% от стоимости L-изомеров. Такая продукция будет высоко конкурентоспособна и с легкостью найдет потребителя.

Проект направлен на разработку недорогого и автоматизированного метода производства D-изомеров аминокислот.

Комплексный подход для решения поставленной задачи позволяет разделить конечный продукт на две части:

1) Технология биокаталитического превращения аминокислот , основанная на сопряженных ферментативных реакциях – решение нужд биофармацевтической промышленности России;

2) Полезная модель производства D-изомеров аминокислот, используемых в производстве цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина – удовлетворение потребностей красноярского завода медпрепаратов «Красфама».

Новизна работы состоит в создании нового метода биокатализа, основанного на сопряженных ферментативных реакциях с рециркуляцией побочных продуктов в субстраты.

В настоящее время успехи в направленной эволюции ферментов позволяют изменять ключевые параметры последних до достижения оптимальных. Основными параметрами являются: количество оборотов, специфичность к субстратам, толерантность к жестким условиям и возможность быть синтезированными в промышленных масштабах. Предлагается использовать метод направленной эволюции для создания аминотрансфераз, конвертирующих α-кетопроизводные аминокислот в D-изомеры соответствующих аминокислот.

Предложенный метод будет: 1) автоматизированным, что повысит производительность; 2) чистым, высокая чистота продукта снизит стоимость дальнейших этапов очистки; 3) универсальным, будет поддерживаться производство всего спектра D-аминокислот; 4) легко внедряемым в индустрию, разработка биокатализатора ведется с учетом аспектов промышленного производства.
4. Техническое описание проекта

 SHAPE 



Для осуществления направленной эволюции будут приняты следующие шаги:

1. Введение разнообразия. Ген интересующего белка подвергается мутациям и рекомбинируется случайным образом для создания большой библиотеки вариантов генов. Используемые методики: подверженная ошибкам ПЦР (в результате ошибок, совершаемых полимеразой при амплификации, синтезируется дополнительное количество новых последовательностей) и ДНК-шаффлинг.

2. Селекция. Полученная библиотека тестируется на наличие мутантов с желаемыми качествами. Выбранные мутанты изолируются для дальнейших анализов.

3. Амплификация. Множественная репликация выделенных клонов для их секвенирования.

Эти три шага объединяются в  одно понятие «раунд направленной эволюции». Клоны, выбранные в первом раунде, подвергаются последовательно последующему раунду и формируют новую библиотеку. Эксперимент повторяется до достижения необходимого результата.

Конечной целью является получение двух аминотрансфераз, первая из которых превращает L-изомеры аминокислот в α-кетопроизводные, а вторая производит D-изомеры аминокислот из соответствующих кетопроизводных.

 SHAPE 



Ключевым является метод, позволяющий осуществить профайлинг каждого из клонов фермента для широкого спектра субстратов. Нами предлагается специально разработанная методика (Рис. 2), основанная на использовании капиллярного электрофореза – масс-спектрометрии (КЭ-МС). Образцы ферментов с кофакторами и субстраты последовательно загружаются в капилляр, где происходит их смешивание и инкубация с последующим разделением в буфере. Масс-спектрометр, как детектор, позволяет детектировать все аминокислоты и их продукты в широком спектре концентраций. При создании большой библиотеки клонов сложно наработать необходимое количество фермента для стандартных тестов. Для анализа в КЭ-МС требуются лишь десятки нанолитров растворов, что делает его идеальным для поставленной задачи. Предложенный метод является полностью автоматизированным, удовлетворяя современные стандарты в биофармацевтической промышленности. 
 SHAPE 



С помощью указанной методики уже были установлены новые субстраты для аминотрасферазы аминокислот с разветвленной цепью и трансаминазы D-аминокислот.

Метод профилирования ферментов с помощью КЭ-МС позволяет оперативно реагировать на изменения их активности, что облегчает и ускоряет раунды направленной эволюции.

По завершению проекта будет разработана технология биокаталитического превращения аминокислот, на которой  будет создана полезная модель производства D-изомеров аминокислот, используемых в производстве цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина. Проект ориентирован на использование существующей материально-технической базы в биофармацевтической промышленности.
4.Предполагаемая реализация полученного в результате работы продукта:

· Оказание услуг фармацевтическим компаниям по разработке технологии биокатализа D-аминокислот для производства требуемых антибиотиков;

· Продажа прав использования технологии по лицензионному соглашению и/или организация производства инновационной продукции на действующем предприятии.

5.Научно-технический задел по проекту, степень раскрытия результатов научно-технических исследований:

НИР по данной теме ведутся с 2012 года. На данный момент получены клоны E. Coli, супер-продуценты аминотрасферазы аминокислот с разветвленной цепью и трансаминазы D-аминокислот. Разработанным методом сделан профайлинг ферментов по субстратам с использованием капиллярного электрофореза Beckman PA 800 plus и времяпролетного масс спектрометра Waters Synapt G2.  
Опубликованные результаты по данной тематике: 

1) Antony St-Jacques, Gleb Mironov, Alexander Mungham, Maxim V. Berezovski, Roberto A. Chica. Modifying the Substrate Specificity of an Aminotransferase Using Computational Protein Design. The 19th Methods in Protein Structure Analysis. June 25-28, 2012. Ottawa, Canada.

6. Оценка рынков сбыта конечного продукта.

Конкуренция на рынке.

1.Потенциальные потребители инновационного продукта:

Красноярский завод медпрепаратов «Красфарма» в частности и фармацевтическая промышленность в целом, а также научно-исследовательские институты Красноярского края и  России. 
Предложена импортозамещающая биотехнология производства D-аминокислот. Она может быть реализована на типовом оборудовании предприятий фармацевтической и биохимической промышленности России. Модернизация производства касается только технологических процессов и не требует больших затрат. Исходное сырье, биологические среды и культуры типичны и доступны в открытой продаже. Технологические процессы протекают быстро, а предлагаемые технологические решения легко автоматизируются.
2.Анализ конкурентоспособности (наличие конкурентов, потенциальные конкуренты, преимущества и недостатки конкурентов и их продукции, табл. 1):

Таблица 1. Преимущества перед аналогами в стране и за рубежом

	Технико-экономические показатели (наименование и единицы измерения)
	Наименования аналогов инновационной продукции
	Наименование инновационной продукции
	В чем проявляются новые качества предлагаемого продукта по сравнению с аналогами.

	
	«Производство D-аланина используя L-аланин из DL-аланиновой смеси». CN1599798-A
	«Гидролиз L-гуанидино-валерьяновой кислоты для производства D-пролина». WO9801577-A1
	«Cистема биокатализа для получения D-изомеров аминокислот»
	Предлогаемый метод позволяет получать весь спектр D-аминокислот из их L-изомеров

	Показатель
	Производство только D-аланина без образования пировиноградной кислоты как побочного продукта
	Производство D-пролина и его производных
	Производство D-изомеров всех аминокислот. Технология основана на использовании трансаминаз.
	Конкурентные преимущества

Универсальность

Чистота продукта

Быстрота получения продукта

Низкая стоимость продукта

	Принципиально новые качественные возможности
	Использование гифомицетов
	Используемые микроорганизмы могут утилизовать производные  гуанидино-валерьяновой кислоты как единственный источник азота 
	Использвание трансаминаз, позволяющих рециркулировать побочный продукт с образованием субстрата
	Заключение

Методики получения D-изомеров аминокислот, предложенные в аналогах 1 и 2, являются узко специализированными и могут быть использованы только для получения ограниченного количества продуктов. Также они требуют трудоемкие процессы очисти продуктов, поскольку включают прямое использование микроорганизмов. Предложенный метод основан на использовании системы биокаталиаза, а поэтому является универсальным и не требующим глубокой очистки продукта.


3.Краткий перечень работ при проведении НИР и ОКР (табл. 2).

Таблица 2. Перечень работ:

	№ п/п
	Наименование работ по основным этапам НИОКР
	Срок


	Затраты, 
тыс. руб.

	1 год

	1
	
	3 
	50

	1.1
	Создание векторов суперпродукции трансаминаз
	2 месяца
	30

	1.2
	Получение клонов E. coli, продуцентов трансаминаз
	1 месяц
	20

	2
	
	3 месяца
	50

	2.1
	Усовершенствование метода профайлинга ферментов
	2 месяц
	30

	2.2
	Выбор наиболее подходящих клонов E. coli 
	1 месяца
	20

	3
	
	3 месяца
	50



	3.1
	Проведение первых раунда направленной эволюции

	2 месяц
	30

	3.2
	Анализ полученных клонов

	1 месяца
	20

	4
	
	3 месяца
	50

	4.1
	Проведение завершающих раундов направленной эволюции

	2 месяц
	30

	4.2
	Подбор оптимальных ферментов (из полученнных) и условий реакций для систематизированных групп субстратов


	1 месяца
	20

	Итого по первому году
	200

	2 год

	1
	Подбор оптимальных условий наработки ферментов
	3 месяца
	50

	2
	Создание опытной модели биокаталитического реактора (аналогичной по функциям промышленному реактору) для малосерийного производства опытных партий продукции (D-аминокислот) в лабораторных условиях. 
	3 месяца
	50



	3
	Отработка технологии биокаталитического превращения аминокислот, основанной на сопряженных ферментативных реакциях
	3 месяца
	50

	4
	Создание полезной модели производства D-изомеров аминокислот, используемых в производстве цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина
	3 месяца
	50

	Всего по 2 году
	200

	ИТОГО
	400


7. Срок превращения идеи в конечный продукт и выход его на рынок, Прогнозируемые риски.

Сроки превращения идеи в конечный продукт:

1. НИР, необходимые для окончания разработки технологии  биокатализа для получения D-изомеров аминокислот —  2 года.
Возможные риски:

1. Риски, связанные с неудачей НИР по разработке технологий биокаталитического превращения аминокислот. Минимизация рисков обеспечивается выполнением работ на высокотехнологичном оборудовании в Лаборатории биоаналитической химии и молекулярных взаимодействий Университета Оттавы. Результаты предварительных НИР были представлены и прошли научную апробацию на «19-ой конференции по методам в анализе белков», Оттава, Канада, 2012;

2. Риск, связанный с возможным нежеланием АО Красноярский завод медпрепаратов, «Красфама» использовать полезную модель производства D-изомеров аминокислот, для модернизации производства цефтриаксона, цефазолина, цефотаксима, капреомицина, рифампицина и пенициллина, будет минимизирован: (1) бизнес привлекательностью технологии, обусловленной высокой эффективностью, не большими затратами на модернизацию производства и низкой себестоимостью получаемых субстратов; (2) наличием интереса к технологии у российских и зарубежных конкурентов; (3) заключением соответствующих партнерских соглашений между КрасГМУ и АО «Красфарма»;
3. Существует риск, связанный с возможностью создания и вывода на рынок аналогов продукта фирмами-конкурентами. Данную проблему можно решить путем защиты интеллектуальной собственности международными и Российскими патентами.

8. Правовая охрана

Государственное бюджетное образовательное учреждение высшего профессионального образования "Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф.Войно-Ясенецкого" Министерства здравоохранения и социального развития Российской Федерации готов оказать необходимое содействие в получении патента.

8. ПРОВОДИЛАСЬ ЛИ РАНЕЕ ЭКСПЕРТИЗА ПРОЕКТА

Нет.

9. Необходимая поддержка со стороны Технопарка при разработке и  реализации проекта

· Составление бизнес-плана

· Помощь при лицензировании продукта

· Помощь при организации производства

10. Потребность в помещениях Бизнес - инкубатора (офисных, производственных) и т.д.

Потребности в помещениях не имеется

Приложение:

1 Анкета заявителя – физического лица.

Достоверность приведенных сведений подтверждаю

Подпись руководителя (инициатора) проекта:  ________________ Миронов Г.Г.
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Рис. 1. Схематическое изображение превращения α-кетоглутарата, полученного из L-глутамина, в D-глутамат.








Рис. 2. Схематическое изображение профайлинга клонов ферментов с помощью техники капиллярного электрофореза – масс спектрометрии. На первом этапе небольшие количества фермента, субстратов и кофакторов индивидуально загружаются в капилляр, где происходит их смешивание с последующей инкубацией. После инкубации субстраты, продукты и фермент разделяются и детектрируются масс спектрометром.
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