Инженерия четвертичной структуры пенициллинацилазы из Alcaligenes faecalis
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Пенициллинацилаза (ПА; КФ 3.5.1.11) относится к суперсемейству гидролаз с N‑концевым нуклеофилом и катализирует гидролиз пенициллина G до фенилуксусной кислоты и 6-аминопенициллановой кислоты. ПА находит широкое практическое применение в промышленности при получении полусинтетических β‑лактамных пенициллиновых и цефалоспориновых антибиотиков, а также в хиральном синтезе для разделения смеси оптических изомеров.
В нашей лаборатории был клонирован уникальный ген ПА из Alcaligenes faecalis VKM B‑1518 (AfПА) и создана система экспрессии в клетках E. coli. Ранее было показано, что для каждой мутантной формы требовались индивидуальные условия экспрессии, поскольку точечные мутации влияют на эффективность процессинга фермента, приводящего к образованию активного гетеродимера. Решение проблемы стандартизации условий экспрессии мутантных форм состоит в получении пермутированного односубъединичного фермента, который синтезируется в бактериальной клетке за одну стадию.
Нами было выполнено компьютерное моделирование четвертичной структуры пермутированной AfПА (pAfПА) и спроектированы линкеры для двух наиболее перспективных конструкций. Методом генетической инженерии нами был получен ген pAfПА. Оптимизация экспрессии гена pAfПА в клетках E. coli проводилась по нескольким параметрам, включая температуру после индукции, состав среды и общую продолжительность культивирования. Для pAfПА нами использовалась отличная от принятой для фермента дикого типа методика очистки, которая позволила получить гомогенный препарат pAfПА. Нами были исследованы каталитические свойства, а также кинетика термоинактивации в широком диапазоне значений ионной силы и pH буферного раствора.
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