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Ïåíèöèëëèíàöèëàçà (ÏÀ) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàè-
áîëåå èçó÷åííûõ ïðåäñòàâèòåëåé íåäàâíî îòêðûòîãî
ñóïåðñåìåéñòâà ôåðìåíòîâ ñ N-êîíöåâûì íóêëåîôè-
ëîì (Ntn-ãèäðîëàç), êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ ïîñðåä-
ñòâîì îðèãèíàëüíîãî àâòîêàòàëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëå-
íèÿ íåàêòèâíîãî ïîëèïåïòèäíîãî ïðåäøåñòâåííèêà [1,
2]. ÏÀ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ
â ôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðîìûøëåííîñòè äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà 6-àìèíîïåíèöèëëàíîâîé (6-ÀÏÊ) è 7-àìèíîäåçà-
öåòîêñèöåôàëîñïîðàíîâîé êèñëîò (7-ÀÄÖÊ) – êëþ÷å-
âûõ ñîåäèíåíèé ñèíòåçà íîâûõ ïåíèöèëëèíîâ è öåôà-
ëîñïîðèíîâ [3]. Øèðîêàÿ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü
è ñòåðåîñåëåêòèâíîñòü ïðåäîñòàâëÿþò âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ ÏÀ â òîíêîì îðãàíè÷åñêîì ñèíòåçå
äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýíàíòèîìåðîâ α-, β-, γ-àìèíîêèñëîò [4,
5], äëÿ âûñîêîýôôåêòèâíîãî õåìî- è ñòåðåîñåëåêòèâ-
íîãî àöèëèðîâàíèÿ àìèíîñîåäèíåíèé â âîäíîé ñðåäå è
ïîëó÷åíèÿ ýíàíòèîìåðîâ àìèíîâ, àìèíîñïèðòîâ [6, 7],
àìèíîíèòðèëîâ [8], õèðàëüíûõ ñóëüôãèäðèëüíûõ ñîåäè-
íåíèé [9, 10].

Áèîêàòàëèòè÷åñêèé ïîòåíöèàë ÏÀ ïîçâîëÿåò èñ-
ïîëüçîâàòü åå â áèîèíæåíåðèè äëÿ ñîçäàíèÿ áèîêàòà-
ëèçàòîðîâ ñ óëó÷øåííûìè ñâîéñòâàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî
ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè ìîæíî èçìåíèòü ñïåöè-
ôè÷íîñòü è ñèíòåòè÷åñêèå ñâîéñòâà ÏÀ [11−13]. Â
ïîñëåäíåé ðàáîòå, â ÷àñòíîñòè, â ðåçóëüòàòå ìíîãîòî-
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Ãåí ïåíèöèëëèíàöèëàçû (ÏÀ) èç Escherichia coli áûë êëîíèðîâàí èç øòàììà ïðîäóöåíòà ÏÀ,
àíàëîãà øòàììà ATCC 11105. Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü
äî 130 ìã àêòèâíîãî ôåðìåíòà íà ëèòð êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè. Ìåòîäîì ñàéò-ñïåöèôè÷åñ-
êîãî ìóòàãåíåçà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ áûë ïîëó÷åí ðÿä îäèíî÷íûõ, äâîéíûõ è òðîéíûõ ìóòàíòîâ.
Â ðåçóëüòàòå ïðîöåäóð âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè áûëè ïîëó÷åíû ãîìîãåííûå ïðåïàðàòû íàòèâ-
íîãî ôåðìåíòà è åãî ìóòàíòîâ. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî 1) ïîëó÷åííûå ôåðìåíòû èìåþò
ïðàâèëüíóþ ñòðóêòóðó; 2) êîìïëåêñîíû è êàòèîíû ìåòàëëîâ íå âëèÿþò íà èõ êàòàëèòè÷åñ-
êóþ àêòèâíîñòü; 3) ìóòàíòíûå ÏÀ, àíàëîãè÷íî äèêîìó òèïó, ýôôåêòèâíî èíàêòèâèðóþòñÿ
ÔÌÑÔ, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü òèòðîâàòü èõ àêòèâíûå öåíòðû; 4) ïîëó÷åííûå ìóòàíòû õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ áîëüøåé êîíñòàíòîé ñïåöèôè÷íîñòè â ðåàêöèè ãèäðîëèçà öâåòíîãî ñóáñòðà-
òà, îäíàêî óñòóïàþò äèêîìó òèïó â ñèíòåçå àìïèöèëëèíà ìåòîäîì àöèëüíîãî ïåðåíîñà.

ó÷àñòîê ñâÿçûâàíèÿ àöèëüíîé ãðóïïû ñóáñòðàòà â àê-
òèâíîì öåíòðå, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòàë âîçìîæíûì
ãèäðîëèç öåôàëîñïîðèíà Ñ [13]. Íîâûå âîçìîæíîñòè
â ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ ðàöèîíàëüíîãî èçìåíåíèÿ ÏÀ
ïðåäîñòàâëÿåò ìîëåêóëÿðíîå ìîäåëèðîâàíèå, ïîçâîëÿ-
þùåå óñòàíîâèòü ðîëü àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ àê-
òèâíîãî öåíòðà â ìåõàíèçìå äåéñòâèÿ ôåðìåíòà [14].
Äðóãèì âàæíûì äëÿ áèîèíæåíåðèè äîñòèæåíèåì ïîñ-
ëåäíèõ ëåò ÿâëÿåòñÿ êîíñòðóèðîâàíèå ïåðìóòèðîâàí-
íîé îäíîöåïî÷å÷íîé ÏÀ [15], ýêñïðåññèÿ êîòîðîé íå
çàâèñèò îò àâòîêàòàëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ – êëîíèðîâàíèå
ãåíà ÏÀ èç øòàììà E. coli – ïðîäóöåíòà ÏÀ è ñî-
çäàíèå ñèñòåìû ýêñïðåññèè ôåðìåíòà, à òàêæå ïîëó-
÷åíèå è èññëåäîâàíèå êàòàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðÿäà
ìóòàíòîâ ÏÀ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Êëîíèðîâàíèå ãåíà ÏÀ èç E. coli. Äëÿ êëîíèðî-

âàíèÿ ãåíà ÏÀ äèêîãî òèïà áûë èñïîëüçîâàí øòàìì
E. coli (ïðîäóöåíò ÏÀ) èç êîëëåêöèè øòàììîâ Ãîñó-
äàðñòâåííîãî íàó÷íîãî öåíòðà ïî àíòèáèîòèêàì. Ãåí
ÏÀ äèêîãî òèïà ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Äëÿ âûäåëåíèÿ ãåíà ïðèìåíÿ-
ëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû:

1. PAC_For: 5′-cttccagaggatcatatgaaaaatagaaatcgtatgatc-3′;
2. PAC_Rev: 5′-tgccgaattcaagcttatctctgaacgatagatcc-3′.
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Äëÿ óäîáñòâà êëîíèðîâàíèÿ ïðàéìåðû ñîäåðæàëè
ñàéòû ðåñòðèêöèè: ïðàéìåð ¹ 1 – NdeI (îáåñïå÷èâà-
åò âñòðàèâàíèå ïîä ATG êîäîí), ïðàéìåð ¹ 2 –
EcoRI. Ñàéòû ðåñòðèêöèè â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ
ïðàéìåðîâ îòìå÷åíû ïîëóæèðíûì øðèôòîì. Ê ñìåñè
îëèãîíóêëåîòèäîâ (20 ïêìîëü êàæäîãî) äîáàâëÿëè
2,5 ìêë 10-êðàòíîãî áóôåðà äëÿ ÏÖÐ, ïîñòàâëÿåìîãî
ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì âìåñòå ñ ôåðìåíòîì, 2 ìêë
ðàñòâîðà MgÑl2 (25 ìÌ), 2 ìêë ðàñòâîðà dNTP
(2,5 ìÌ êàæäîãî), 1 ìêë ðàñòâîðà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ
(50 íã/ìêë), 0,5 ìêë Taq ÄÍÊ ïîëèìåðàçû (5 åä./ìêë)
è 17 ìêë äåèîíèçîâàííîé âîäû äî îáùåãî îáúåìà
25 ìêë. Äëÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëèñü ðåàêòèâû ôèðìû
ÑèáÝíçèì. ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå “Òåðöèê”
(“ÄÍÊ-Òåõíîëîãèè”, Ðîññèÿ) ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâè-
ÿõ: 25 öèêëîâ (1 ìèí ïðè 94°C, 1 ìèí ïðè 50°C è
2 ìèí ïðè 72°C) ñ ïîñëåäóþùåé 5-ìèíóòíîé èíêóáà-
öèåé ïðè 72°C. Ïðîäóêòû ÏÖÐ î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â 1%-ì àãàðîçíîì ãåëå. Äëÿ ýòîãî ïðî-
äóêòû ÏÖÐ ðàçãîíÿëè â ãåëå è âûðåçàëè êóñî÷åê
ãåëÿ, ñîäåðæàùèé ïîëîñêó íóæíîãî ðàçìåðà. ÄÍÊ èç
ãåëÿ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà “DiatomTM DNA
Elution” (“Ëàáîðàòîðèÿ Èçîãåí”, Ðîññèÿ). Âûäå-
ëåííûé ôðàãìåíò îáðàáàòûâàëè ýíäîíóêëåàçàìè ðåñ-
òðèêöèè NdeI è EcoRI. Â êà÷åñòâå âåêòîðà äëÿ êëî-
íèðîâàíèÿ íàìè áûë âûáðàí pET24a (“Novagen”).
Äàííûé âåêòîð ñîäåðæèò ãåí, îáåñïå÷èâàþùèé óñ-
òîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó. Íàëè÷èå ñàéòà ðåñòðèêöèè
NdeI ïîçâîëÿåò âñòðîèòü ãåí òî÷íî ïî ATG-êîäîíó.
Âåêòîð îáðàáàòûâàëè òåìè æå ýíäîíóêëåàçàìè ðåñ-
òðèêöèè: NdeI è EcoRI. Ïðîäóêòû ðåñòðèêöèè òàêæå
î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 1%-ì àãàðîç-
íîì ãåëå. Ðåñòðèêöèîííûå ôðàãìåíòû ÏÖÐ-ïðîäóêòà
è âåêòîðà äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ëèãèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà Ò4 (“ÑèáÝíçèì”, Ðîññèÿ). Ëèãàç-
íîé ñìåñüþ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè E. coli TG1.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç îòäåëüíûõ êëîíîâ ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå [16]. Ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ ABI
PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1 ñ ïîñëåäóþùèì
àíàëèçîì ïðîäóêòîâ ðåàêöèè íà àâòîìàòè÷åñêîì ñåê-
âåíàòîðå ÄÍÊ ABI PRISM 3100-Avant (ÖÊÏ “Ãå-
íîì”).

Ìóòàíòíûå ôîðìû ñ òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè ïîëó-
÷àëè ñ ïîìîùüþ äâóõñòàäèéíîé ÏÖÐ. Â êàæäîé ðåàê-
öèè ó÷àñòâîâàëè äâà ïðàéìåðà: ìóòàãåíåçíûé ïðàé-
ìåð (ïðÿìîé èëè îáðàòíûé) è ïðàéìåð, îáåñïå÷èâàþ-
ùèé êëîíèðîâàíèå (ñ ñàéòàìè ðåñòðèêöèè BclI èëè
PvuII). Ïîëó÷åííûå ïðîäóêòû î÷èùàëè è äîáàâëÿëè
â 3-þ ÏÖÐ. Ïðàéìåðû íà ìåñòî ìóòàöèè ïðîåêòè-

ðîâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü äîñòàòî÷-
íîå ïåðåêðûâàíèå ïðîäóêòîâ. Ïðè òðåòüåé ÏÖÐ ïðî-
äóêòû äâóõ ïðåäûäóùèõ ÏÖÐ îòæèãàëèñü äðóã ñ
äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì êîíå÷íîãî ïðîäóêòà íóæíîãî
ðàçìåðà ñ ìóòàöèåé. Ïîëó÷åííûé íà âòîðîé ñòàäèè
ÏÖÐ-ïðîäóêò î÷èùàëè, îáðàáàòûâàëè ýíäîíóêëåàçà-
ìè ðåñòðèêöèè BclI è PvuI. Ïîñêîëüêó ðåñòðèêòàçà
BclI ÷óâñòâèòåëüíà ê dam-ìåòèëèðîâàíèþ ÄÍÊ,
ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ãåí ÏÀ äèêîãî òèïà òðàíñ-
ôîðìèðîâàëè â øòàìì E. coli JM110, äåôåêòíûé ïî
äâóì ìåòèëàçàì – dcm è dam. Íåìåòèëèðîâàííóþ
ïëàçìèäó pEPAC, ñîäåðæàùóþ ãåí ÏÀ äèêîãî òèïà,
îáðàáàòûâàëè òåìè æå ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè
BclI è PvuI. Î÷èùåííûå ïðîäóêòû ðåñòðèêöèè ëèãè-
ðîâàëè è òðàíñôîðìèðîâàëè ëèãàçíîé ñìåñüþ êëåòêè
E. coli TG1. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç îòäåëü-
íûõ êëîíîâ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå [16]. Ñåêâåíèðî-
âàíèå ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ
“ABI PRISM® BigDye™  Terminator v. 3.1” ñ ïîñëå-
äóþùèì àíàëèçîì ïðîäóêòîâ ðåàêöèè íà àâòîìàòè-
÷åñêîì ñåêâåíàòîðå ÄÍÊ “ABI PRISM 3100-Avant”
(ÖÊÏ “Ãåíîì”).

Êóëüòèâèðîâàíèå. Íàðàáîòêó áèîìàññû êëåòîê
E. coli ñ ðåêîìáèíàíòíîé ÏÀ ïðîâîäèëè â êà÷àëî÷-
íûõ êîëáàõ îáúåìîì 100 ìë èëè 1 ë, ñîäåðæàùèõ 2
èëè 4 îòáîéíèêà íà øåéêåðå “Multitrone” (“Infors”,
Ãåðìàíèÿ). Ðàáî÷èå îáúåìû ñðåäû ñîñòàâëÿëè 40 è
100 ìë ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñåâíîé ìàòåðèàë âûðàùè-
âàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°Ñ è 180 îá/ìèí. Ñðåäà
ñîäåðæàëà 30 ìêã/ìë êàíàìèöèíà. Â êà÷åñòâå èíäóê-
òîðà áèîñèíòåçà áåëêà èñïîëüçîâàëè èçîïðîïèë-β-D-
òèîãàëàêòîçèä (ÈÏÒÃ, êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâ-
ëÿëà 0,1 ìM), êîòîðûé äîáàâëÿëè ïîñëå äîñòèæåíèÿ
ñóñïåíçèåé êëåòîê îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,6−0,8 ïðè
600 íì (À600). Äàëåå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè åùå â
òå÷åíèå 12–40 ÷ ïðè 15−17°Ñ. Êëåòêè îñàæäàëè öåí-
òpèôóãèpîâàíèåì íà öåíòpèôóãå “Beckman J-21”
(ÑØÀ) 20 ìèí ïðè 7500 îá/ìèí è 4°Ñ. Â êà÷åñòâå
äîáàâîê ïðè ïîäáîðå óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ãëèöåðèí.

Âûäåëåíèå è î÷èñòêà ôåðìåíòîâ. Ïðîöåäóðà
âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíûõ ÏÀ âêëþ÷àëà
ðàçðóøåíèå áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ìåòîäîì îñìîòè-
÷åñêîãî øîêà, ãèäðîôîáíóþ õðîìàòîãðàôèþ è îáåñ-
ñîëèâàíèå. Ñóñïåíçèè áèîìàññû êëåòîê öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 20 ìèí ïðè 3500 îá/ìèí è 4°Ñ (öåíòðèôóãà
“Beckman”, Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå îòäåëåíèÿ ñóïåðíàòàí-
òà îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1/10 îáúåìà îõëàæäåí-
íîãî äî 0°Ñ îñìîòè÷åñêîãî øîêîâîãî áóôåðà À (20%
ñàõàðîçà, 100 ìÌ Tris-HCl, 10 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 8,0) è
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öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 5000 îá/ìèí è 4°Ñ.
Ñóïåðíàòàíò îòäåëÿëè, à îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
1/10 îáúeìà îõëàæäeííîãî äî 0°Ñ îñìîòè÷åñêîãî øî-
êîâîãî áóôåðà Â (1 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 8,0) è öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 15 ìèí ïðè 7000 îá/ìèí è 4°Ñ. Ê ïîëó÷åííîìó
ñóïåðíàòàíòó ïðè ïåðåìåøèâàíèè äîáàâëÿëè 1 Ì ðà-
ñòâîð KH2PO4, pH 7,0 äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ôîñ-
ôàòà 50 ìÌ, à çàòåì – ñóëüôàò àììîíèÿ äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 1,5 Ì ñóëüôàòà. Àëèêâîòó (30–
60 ìë) ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà ÏÀ íàíîñèëè íà êîëîí-
êó “Butyl-Toyopearl 650 M”, óðàâíîâåøåííóþ áóôå-
ðîì 1 (50 ìÌ KH2PO4, 1,5 Ì (NH4)2SO4, 0,1 M
KCl, 0,02% NaN3, pH 7,5) è ýëþèðîâàëè â ëèíåéíîì
ãðàäèåíòå 1,5−0,0 Ì (NH4)2SO4 ïðè ïîìîùè áóôåðà 2
(50 ìÌ KH2PO4, 0,02% NaN3, pH 7,5). Ôðàêöèè, îá-
ëàäàþùèå ïåíèöèëëèíàöèëàçíîé àêòèâíîñòüþ, îáúåäè-
íÿëè ñ ó÷eòîì ðàñïðåäåëåíèÿ êîìïîíåíòîâ èñõîäíîãî
ðàñòâîðà, îáåññîëèâàëè íà êîëîíêå “HiTrap Desa-
lting” ñ cåôàäåêñîì G 25 (“Amersham Biosciences”,
Øâåöèÿ) è êîíöåíòðèðîâàëè â ÿ÷åéêå äëÿ óëüòðà-
ôèëüòðàöèè “Amicon M-3” (“Amicon Corp.”, ÑØÀ)
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåìáðàí “Diaflo” (“Amicon
Corp.”, ÑØÀ). Ê ïîëó÷åííîìó ïðåïàðàòó ôåðìåíòà
äîáàâëÿëè ãëèöåðèí (äî 10%) è õðàíèëè ïðè −20°Ñ.
Êîíòðîëü ÷èñòîòû îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíàëè-
òè÷åñêîãî ýëåêòðîôîðåçà â 12% ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëüñóëüôàòà íàòðèÿ (àïïà-
ðàòóðà äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ôèðìû “BioRad”). ×èñòî-
òà ïîëó÷åííûõ ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ ñîñòàâèëà íå
ìåíåå 95%.

Îïðåäåëåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè.
Àêòèâíîñòü ìóòàíòíûõ ôîðì ÏÀ îïðåäåëÿëè ïîòåí-
öèîìåòðè÷åñêè è ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Â ïåðâîì
ñëó÷àå ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî
ãèäðîëèçó ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî 2 ìÌ ðàñòâîðà áåí-
çèëïåíèöèëëèíà òèòðîâàíèåì îáðàçóþùåéñÿ â õîäå
ðåàêöèè ôåíèëóêñóñíîé êèñëîòû (ÔÓÊ) ðàñòâîðîì
0,02 í KOH íà pH-ñòàòå “Titrino 719” (“Metrohm”,
Øâåéöàðèÿ) ïðè 25°Ñ, pH 7,5, â ïðèñóòñòâèè 0,1 Ì
KCl. Âî âòîðîì ñëó÷àå àêòèâíîñòü ÏÀ îïðåäåëÿëè
ïî íàêîïëåíèþ õðîìîôîðà â ïðîöåññå ãèäðîëèçà 1 ìÌ
ðàñòâîðà ï-íèòðî-ì-êàðáîêñèàíèëèäà ÔÓÊ (NIPAB)
ïðè 400 íì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå “Shimadzu UV-
1601” (ßïîíèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 25°Ñ â
0,01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, pH 7,5, 0,1 Ì KCl.

Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ.
Àáñîëþòíóþ êîíöåíòðàöèþ àêòèâíûõ öåíòðîâ êàæäîé
èç ìóòàíòíûõ ôîðì ÏÀ îïðåäåëÿëè òèòðîâàíèåì àê-
òèâíûõ öåòðîâ ôåðìåíòà íåîáðàòèìûì èíãèáèòîðîì
ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäîì (ÔÌÑÔ) ïî òðàäèöè-

îííîé ìåòîäèêå [17]. Îñòàòî÷íóþ ôåðìåíòàòèâíóþ
àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî
ãèäðîëèçó öâåòíîãî ñóáñòðàòà è ïîòåíöèîìåòðè÷åñêè
ïî ãèäðîëèçó ïðèðîäíîãî ñóáñòðàòà, êàê îïèñàíî
âûøå.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ è êîìïëåêñî-
íîâ íà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Âëèÿíèå
êîìïëåêñîíîâ è èîíîâ ìåòàëëîâ Ìå2+ íà êàòàëèòè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü íàòèâíîé è ðåêîìáèíàíòíûõ ÏÀ
èçó÷àëè ïðè îïðåäåëåíèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè êîìïëåêñîíîâ – ýòèëåí-
äèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (ÝÄÒÀ) è ýòèëåíãëè-
êîëü-áèñ(2-àìèíîýòèë)-N,N,N′,N′-òåòðàóêñóñíîé êèñëî-
òû (ÝÃÒÀ), à òàêæå ñîëåé CaCl2, MgCl2, MnCl2,
CoCl2 ïðè pH 7,5, 25°Ñ â 0,1 Ì Òðèñ-HCl, 0,1 Ì KCl.
Êîíöåíòðàöèÿ äîáàâëåííîãî ýôôåêòîðà â ðåàêöèîííîé
ñìåñè ñîñòàâëÿëà 1 ìÌ.

Îïðåäåëåíèå êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ. Êèíå-
òè÷åñêèå ïàðàìåòðû ôåðìåíòàòèâíîãî ïðåâðàùåíèÿ
(ÊÌ è kêàò) îïðåäåëÿëè ïóòåì àíàëèçà çàâèñèìîñòè
íà÷àëüíûõ ñêîðîñòåé ãèäðîëèçà îò êîíöåíòðàöèè ñóá-
ñòðàòà. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè â ðàìêàõ ñõåìû Ìèõàý-
ëèñà−Ìåíòåí (S0 >> E0) â 0,01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå
(pH 7,5, 0,1 Ì KÑl) ïðè 25°Ñ.

ÂÝÆÕ àíàëèç. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå êîì-
ïîíåíòîâ ðåàêöèîííîé ñìåñè ïðîâîäèëè ìåòîäîì îá-
ðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ íà õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñ-
òåìå “Perkin Elmer 200 Series” (ÑØÀ): êîëîíêà
“Luna C18” (“Phenomenex”, ÑØÀ), 250×4,6 ìì,
ðàçìåð ÷àñòèö 5 μì; ïîäâèæíàÿ ôàçà CH3CN−âîäà
(40:60), 0,78 ã/ë ÊH2PO4, 0,5 ã/ë äîäåöèëñóëüôàòà íà-
òðèÿ, pH 3,0; ñêîðîñòü ïîòîêà 0,8 ìë/ìèí; îáúåì âêî-
ëà 10 ìêë; ÓÔ-äåòåêòèðîâàíèå ïðè 210 íì.

Èññëåäîâàíèå ñîîòíîøåíèÿ Ñ/Ã ðåàêöèè ôåð-
ìåíòàòèâíîãî ñèíòåçà àìïèöèëëèíà. Íà÷àëüíûå
ñêîðîñòè íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòîâ ñèíòåçà (Ñ) è ãèäðî-
ëèçà (Ã) â ðåàêöèè ñèíòåçà àìïèöèëëèíà ìåòîäîì
àöèëüíîãî ïåðåíîñà îò àìèäà ôåíèëãëèöèíà (Ä-ÔÃÀ)
íà 6-ÀÏÊ, êàòàëèçèðóåìîãî ÏÀ, èçó÷àëè ïðè pH 6,3
â áåçáóôåðíîé ñðåäå ïðè 25°Ñ. Íà÷àëüíûå êîíöåíòðà-
öèè ðåàãåíòîâ: 500 ìÌ Ä-ÔÃÀ, 300 ìÌ 6-ÀÏÊ. Ðåàê-
öèþ ïðîâîäèëè â òåðìîñòàòèðóåìîé ÿ÷åéêå pH-ñòàòà
“Titrino 719” (“Metrohm”, Øâåéöàðèÿ) ïðè 25°Ñ, pH
7,5, 0,1Ì KCl ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè. Âðåìÿ
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ñîñòàâëÿëî îò 1 äî 4 ÷ â
çàâèñèìîñòè îò êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è êîíöåí-
òðàöèè ïðåïàðàòà ôåðìåíòà. Ïî õîäó ïðîòåêàíèÿ ðå-
àêöèè èç ðåàêöèîííîé ñìåñè îòáèðàëè àëèêâîòû, ðàç-
áàâëÿëè èõ ìîáèëüíîé ôàçîé è àíàëèçèðîâàëè ìåòî-
äîì ÂÝÆÕ.
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Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ
Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ÏÀ èñïîëüçîâàëè îïèñàííóþ ðà-

íåå ñèñòåìó íà îñíîâå âåêòîðîâ pET [18, 19]. Â ðå-
çóëüòàòå áûëè ïîëó÷åíû êëîíû, ñîäåðæàùèå ãåí ÏÀ
äèêîãî òèïà. Ïðîáíîå êóëüòèâèðîâàíèå ðåêîìáèíàíò-
íîé ÏÀ ïîêàçàëî íàëè÷èå ôåðìåíòà â àêòèâíîé è ðà-
ñòâîðèìîé ôîðìàõ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðè òåìïåðàòóðå
30−37°Ñ ïðèâîäèò ê ïðåèìóùåñòâåííîìó ïåðåõîäó
ôåðìåíòà â òåëüöà âêëþ÷åíèÿ. Ñíèæåíèå òåìïåðàòó-
ðû ÷àñòî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ôåðìåíò â àêòèâíîé è
ðàñòâîðèìîé ôîðìàõ [20], íî âìåñòå ñ òåì ïðèâîäèò
ê çàìåäëåíèþ ðîñòà êëåòîê è óâåëè÷åíèþ âðåìåíè
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì ïîñåâíîé
ìàòåðèàë âûðàùèâàëè ïðè 37°Ñ, è íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä äîáàâëåíèåì èíäóêòîðà (ÈÏÒÃ) òåìïåðàòóðó
ñíèæàëè. Îïòèìàëüíàÿ òåìïåðàòóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ
(17°Ñ) áûëà ïîäîáðàíà ýêñïåðèìåíòàëüíî. Äàëüíåé-
øåå ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû â ñëó÷àå ÏÀ äèêîãî òèïà
âûçûâàåò óìåíüøåíèå âûõîäà ôåðìåíòà. Îïòèìèçà-
öèÿ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü ïðè-
ìåðíî 20 ìã àêòèâíîãî ôåðìåíòà ñ ëèòðà êóëüòóðàëü-
íîé æèäêîñòè. Òàêèì îáðàçîì, íàìè áûëà ñîçäàíà
êîíñòðóêöèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåêîìáèíàíòíîé ÏÀ â àê-
òèâíîé è ðàñòâîðèìîé ôîðìàõ.

Ñîçäàííàÿ êîíñòðóêöèÿ â äàëüíåéøåì áûëà èñ-
ïîëüçîâàíà äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðÿäà îäèíî÷íûõ, äâîéíûõ è
òðîéíûõ ìóòàíòîâ. Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ óñëîâèé
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà âûõîä ìóòàíòíûõ ôîðì áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïðè ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû êóëüòèâèðîâà-
íèÿ îò 17 äî 15°Ñ äëÿ äâîéíîãî ìóòàíòà Ì11 âûõîä
ôåðìåíòà âîçðàñòàåò ñ 10,2 äî 72,2 ìã/ë, ò.å. â 7 ðàç
(òàáë. 1). Â  ñëó÷àå äâîéíîãî ìóòàíòà Ì12 óìåíü-
øåíèå òåìïåðàòóðû ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âûõîäà àê-
òèâíîãî ôåðìåíòà. Äîáàâëåíèå â ñèñòåìó ãëèöåðèíà
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ã/ë ïðèâîäèò ê àíàëîãè÷-
íîìó ðåçóëüòàòó: âûõîä ôåðìåíòà äîïîëíèòåëüíî óä-
âàèâàåòñÿ è ñîñòàâëÿåò 136 ã/ë â ïåðâîì ñëó÷àå, à
âî âòîðîì – ñíèæàåòñÿ â 2 ðàçà. Ïðè÷èíû ñíèæåíèÿ
âûõîäà ìóòàíòà Ì12 ñ óìåíüøåíèåì òåìïåðàòóðû
êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïðè äîáàâëåíèè ãëèöåðèíà íå âû-
ÿâëåíû è òðåáóþò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ. Ïîëó÷åííûå
ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î íåîá-
õîäèìîñòè îïòèìèçàöèè óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ êàæ-
äîãî ìóòàíòà ÏÀ.

Ñ ó÷åòîì îñîáåííîñòåé êóëüòèâèðîâàíèÿ êàæäîãî
èç ïðåïàðàòîâ, áûëà íàðàáîòàíà áèîìàññà äëÿ ïðåïà-
ðàòèâíîãî ïîëó÷åíèÿ ÏÀ äèêîãî òèïà, à òàêæå ìóòàí-
òíûõ ôîðì. Ïîñëå ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîöåäóð âûäå-

ëåíèÿ è î÷èñòêè áûëè ïîëó÷åíû ãîìîãåííûå ïðåïàðà-
òû ðåêîìáèíàíòíûõ ôåðìåíòîâ äëÿ äàëüíåéøèõ èñ-
ñëåäîâàíèé. Ñîãëàñíî äàííûì ÐÑÀ [21] â ñòðóêòóðå
ÏÀ èç E. coli ïðèñóòñòâóåò èîí Ca2+, êîòîðûé êîîð-
äèíèðóåò øåñòü àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áåëêîâîé
ãëîáóëû ñ îáðàçîâàíèåì EF-ìîòèâà, ñâÿçûâàþùåãî
äâå a-ñïèðàëè îáåèõ ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé ôåðìåíòà.
Êèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðèñóò-
ñòâèå â ðåàêöèîííîé ñìåñè êîìïëåêñîíîâ ÝÄÒÀ è
ÝÃÒÀ è/èëè êàòèîíîâ ðÿäà s- è d-ìåòàëëîâ íå âëèÿåò
íà àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ ìóòàíòíûõ ôîðì ÏÀ.

Äëÿ öåëåé êîëè÷åñòâåííîãî èññëåäîâàíèÿ è ñðàâíå-
íèÿ êàòàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìóòàíòîâ ÏÀ íåîáõîäèìî
îïðåäåëèòü àáñîëþòíóþ êîíöåíòðàöèþ àêòèâíûõ öåí-
òðîâ ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòà. Èçâåñòíî, ÷òî ôåðìåíòû
ýòîãî ñåìåéñòâà îáëàäàþò âûñîêèì ñðîäñòâîì ê
áåíçèëüíîìó ðàäèêàëó, à ÔÌÑÔ ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àé-
íî ýôôåêòèâíûì òèòðàíòîì àêòèâíûõ öåíòðîâ ÏÀ
[22]. Äëÿ îöåíêè âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ÔÌÑÔ äëÿ
òèòðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ ÏÀ áûëà
èçó÷åíà èíàêòèâàöèÿ ìóòàíòîâ ïðè èíêóáèðîâàíèè ñ
ýòèì ðåàãåíòîì. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ÔÌÑÔ
ÿâëÿåòñÿ ñèëüíûì íåîáðàòèìûì èíãèáèòîðîì âñåõ
ìóòàíòîâ ÏÀ: ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ íåàêòèâíîãî êîâà-
ëåíòíîãî êîìïëåêñà ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë-ÏÀ, êàê è
â ñëó÷àå ôåðìåíòà äèêîãî òèïà, ïðîòåêàåò çà íå-
ñêîëüêî ìèíóò ïðè ýêâèìîëÿðíîé êîíöåíòðàöèè òèòðó-
þùåãî àãåíòà, à êîìïëåêñ â äàííûõ óñëîâèÿõ î÷åíü
ñòàáèëåí. Íåçàâèñèìîå ñëåæåíèå çà îñòàòî÷íîé àê-
òèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê ïðèðîäíîìó áåíçèëïåíè-
öèëëèíó è åãî àíàëîãó – öâåòíîìó ñóáñòðàòó NIPAB
â ïðîöåññå òèòðîâàíèÿ àêòèâíûõ öåíòðîâ ÏÀ äèêîãî
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Êóëüòèâèðîâàíèå áèîìàññû êëåòîê E. coli ñ ðåêîìáèíàíòíîé
ÏÀ ïðè 17°C

Âûõîä ôåðìåíòà 

Ìóòàíò ÅÄ íà 1 ë 
ñðåäû, åä/ë 

ñðåäà, ìã/ë âëàæíûå 
êëåòêè, ìã/ã 

ÄÒ 153 17,9 2,3 

Ì1 150 18,1 2.4 

Ì11 5 0,6 0,1 

Ì12 80 10,2 2,1 

Ì101 138 16,5 2,4 
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òèïà è ìóíàíòíûõ ôîðì ïîêàçàëî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ
ñåðèíà àêòèâíîãî öåíòðà ÏÀ âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðèâî-
äèò ê îäèíàêîâîé ïîòåðå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
ïî îòíîøåíèþ ê èññëåäîâàííûì ñóáñòðàòàì. Òàêèì
îáðàçîì, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî ôåðìåíòàòèâíîå
ïðåâðàùåíèå ñóáñòðàòîâ ïðîèñõîäèò íà îäíîì è òîì
æå ó÷àñòêå àêòèâíîãî öåíòðà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè [23]. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ êàæ-
äîãî èç ðåêîìáèíàíòíûõ ôåðìåíòîâ, îïðåäåëåííàÿ ïî
òèòðîâàíèþ àêòèâíûõ öåíòðîâ (ðèñóíîê), ðàâíÿëàñü
êîíöåíòðàöèè áåëêà, îïðåäåëåííîé ïî èçâåñòíîìó êî-

ýôôèöèåíòó ìîëÿðíîãî ïîãëîùåíèÿ íàòèâíîé ÏÀ èç E.
coli ïðè 280 íì (μ = 2,22 ìë/(ìã·ñì)). Ýòîò ôàêò ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïîëó÷åííûå ðåêîìáèíàíòíûå
ÏÀ èìåþò ïðàâèëüíóþ ñòðóêòóðó.

Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ áåë-
êà ïîçâîëÿåò êîëè÷åñòâåííî îõàðàêòåðèçîâàòü è ñðàâ-
íèòü êàòàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ
ÏÀ íà îñíîâàíèè àáñîëþòíûõ âåëè÷èí êèíåòè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé. Êèíåòè÷åñêèå
ïàðàìåòðû ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà NIPAB
(òàáë. 2) äëÿ ÏÀ äèêîãî òèïà, íàéäåííûå â íàñòîÿ-

Òèòðîâàíèå ãîìîãåííîãî ïðåïàðàòà ðåêîìáèíàíòíîé ïåíèöèëëèíàöèëàçû èç E. coli ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë-
ôòîðèäîì. Óñëîâèÿ èíêóáèðîâàíèÿ: 0,002 Ì KH2PO4; pH 6,5; 25°C. Îïðåäåëåíèå îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè:

0,01 Ì KH2PO4; pH 7,5; 25°C

Ò à á ë è ö à  2

Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà NIPAB (pH 7,5; 25°C; 0,1 Ì ÊÑl)

Ïðåïàðàò ôåðìåíòà kêàò, c−1 KM, ìêM kêàò/KM·, ìêM−1·c−1 (kêàò/KM)/(kêàò/KM) 

ÄÒ 26 30 0,87 1 

Ì1 53 9,0 5,9 6,8 

Ì11 38 45 0,84 0,97 

Ì12 40 15 2,7 3,1 

Ì101 35 15 2,3 2,7 
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Ò à á ë è ö à  3

Íà÷àëüíûå ñêîðîñòè íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòîâ ñèíòåçà (Ñ) è ãèäðîëèçà (Ã) ðåàêöèè ôåðìåíòà-
òèâíîãî ñèíòåçà àìïèöèëëèíà ìåòîäîì àöèëüíîãî ïåðåíîñà

Íà÷àëüíûå êîíöåíòðàöèè, ìÌ Íà÷àëüíûå ñêîðîñòè Ïðåïàðàò ÏÀ èç  E. coli 

Ä-ÔÃÀ 6-ÀÏÊ v(Ñ)/Е0,  ñ−1 Ñ/Ã 

15 25 - 1,9 
ÄÒ 

500 300 20 8,3 

Ì1 500 300 1,2 3,7 

Ì11 500 300 4,8 7,2 

Ì12 500 300 1,3 0,8 

Ì101 500 300 1,2 1,1 
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enzyme and its mutants have been received due to isolation and purification. It was shown that 1)
isolated enzymes have correctly folded structure; 2) complexing agents and metal ions do not
inhibit catalytic activity; 3) penicillin acylase mutants are inactivated by phenylmethylsulphonyl
fluoride as effective as a wild type enzyme what allows to use this reagent to titrate active sites of
the mutants; 4) some of the tested enzyme mutants are characterized by higher specificity
constants in hydrolysis of colorimetric substrate, however they are not as effective as a wild type
penicillin acylase in biocatalytic ampicillin synthesis by acyl transfer.
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