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Пенициллинацилаза из Escherichia coli относится к классу гидролаз, подклассу амидогидролаз (КФ 3.5.1.11). Зрелый фермент из E.coli – периплазматический гетеродимер, состоящий из α- и β- цепей (23.9 kДа и 61.5 kДа, соответственно). Пенициллинацилаза известна, в основном, как катализатор гидролиза и синтеза амидной связи в антибиотиках пенициллинового и цефалоспоринового ряда. В то же время пенициллинацилаза из E.сoli проявляет высокую стереоселективность в реакциях ацилирования аминокислот и гидролиза их N-фенилацетильных производных, протекающих в водной среде, что может использоваться при получении энантиомерно чистых аминокислот. Однако при переходе к аминоспиртам значение стререоселективности пенициллинацилазы из E.coli в указанных реакциях снижается и поэтому использование фермента дикого типа для получения энантиомерно чистых аминоспиртов практически не представляется возможным. В связи с этим была предпринята попытка изменения каталитических свойств пенициллинацилазы методами белковой инженерии с целью выявления мутаций, приводящих к улучшению стереоселективности фермента в реакциях получения и превращения производных аминоспиртов.
В работе были изучены каталитические свойства шестнадцати мутантных форм пенициллинацилазы из E.coli, содержащих одиночные, двойные и тройные мутации, и выявлены препараты как с повышенной стереоселективностью, так и улучшенной эффективностью ацильного переноса. Так, введение мутации Х1 приводило к 5-кратному увеличению стереоселективности и эффективности ацильного переноса в реакции ацилирования  2-аминобутанола амидом R-миндальной кислоты по сравнению с ферментом дикого типа. Для препаратов, содержащих двойные и тройные мутации, наблюдалось более чем 10-кратное увеличение энантиоселективности и более чем 6-кратное повышение каталитической активности в указанной реакции. Для мутантов, содержащих замену по остатку Х2, наблюдались эффекты повышения энантиоселективности  до 5 раз и повышения каталитической активности до 20 раз в реакции ацилирования 2-аминобутанола метиловым эфиром R-фенилглицина.
Некоторые одиночные мутанты пенициллинацилазы обладали также более высокой каталитической активностью по отношению к цветному субстрату 2-нитро-5-[(фенилацетил)амино] бензойной кислоте и измененным профилем субстратной специфичности по сравнению с ферментом дикого типа. Полученные результаты свидетельствуют о том, что каталитические свойства пенициллинацилазы дикого типа могут быть существенно улучшены путем введения мутаций, что может послужить основой для дизайна препаратов фермента для препаративного получения энантиомерно чистых аминоспиртов.
