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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðè ýíçèìîòåðàïèè ñóùåñòâóþò äâå âçàèìîñâÿçàííûå àêòóàëü-
íûå çàäà÷è: ýòî ñíèæåíèå òîêñè÷íîñòè ïðîòåèíàç è âîçìîæíîñòü óïðàâëåíèÿ èõ ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ. Îäíèì èç óñïåøíûõ ðåøåíèé ýòèõ çàäà÷ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ
èñïîëüçîâàíèå ïðîòåèíàç ñåìåéñòâà HtrA [1] � âûñîêîñïåöèôè÷íûõ ôåðìåíòîâ, ïðîòåî-
ëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü êîòîðûõ ìîäóëèðóåòñÿ òåìïåðàòóðîé. Èñïîëüçîâàíèå äàííîãî
ôåðìåíòà â êà÷åñòâå ðàíîçàæèâëÿþùåãî àãåíòà ïîòåíöèàëüíî ïîçâîëèò ïîëó÷èòü íèç-
êóþ òîêñè÷íîñòü ïðåïàðàòà çà ñ÷åò ñïåöèôè÷íîñòè ê äåíàòóðèðîâàííûì áåëêàì, à òàê-
æå ïîçâîëèò ïîëó÷èòü ïðåïàðàò, ïðîÿâëÿþùèé ìàêñèìóì àêòèâíîñòè ïðè ïîâûøåííûõ
òåìïåðàòóðàõ, íàáëþäàåìûõ ïðè âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññàõ.

Äëÿ î÷èñòêè áåëêà áûëî íåîáõîäèìî ïîëó÷èòü øòàìì, îáåñïå÷èâàþùèé ãèïåðïðî-
äóêöèþ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà HtrA, íåñóùåãî ñòðåï-òàã íà Ñ-êîíöå áåëêà. Äëÿ ýòîãî
ãåí htrA êëîíèðîâàëè â ýêñïðåññèîííûé âåêòîð pDG148, îáåñïå÷èâàþùèé ãèïåðýêñ-
ïðåññèþ ïðîäóêòà äàííîãî ãåíà â êëåòêàõ E.coli. Ôðàãìåíò ÄÍÊ, íåñóùèé ãåí htrA,
ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ ãåíîìíîé ÄÍÊ B.subtilis 168. Ïîëó÷åííîé ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèåé òðàíñôîðìèðîâàëè øòàìì E.coli BL21, ðåêîìáèíàòíûå øòàììû âûñåâà-
ëè íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå LA ñ àíòèáèîòèêîì àìïèöèëëèíîì. Î÷èñòêó ðåêîìáèíàíò-
íîãî áåëêà HtrA ñî ñòðåï ìåòêîé ïðîâîäèëè íà ñòðåï-òàêòèí ñåôàðîçå.

Ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ñòåïåíüþ äåãðàäàöèè ãîìîãåííîãî ñóá-
ñòðàòà àçîêàçåèíà áåëêîì HtrA. Äëÿ î÷èùåííîé ïðîòåèíàçû HtrA îïðåäåëåíà å¼ ìàêñè-
ìàëüíàÿ ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïðè òåìïåðàòóðå 30◦C è pH 7.0. Çíà÷åíèå àêòèâ-
íîñòè ïîëó÷åííîé ïðîòåèíàçû çíà÷èòåëüíî íèæå â ñðàâíåíèè ñ òðèïñèíîì, ôåðìåíòîì,
èñïîëüçóåìûì â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå ðàíîçàæèâëÿþùåãî ïðåïàðàòà. Òàê æå,
òðèïñèí, êîòîðûé ïðåäïî÷èòàþò íà äàííûé ìîìåíò â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå, èìååò îï-
òèìóì pH 8,5 è ïðîÿâëÿåò ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü ïðè òåìïåðàòóðå 50◦C. Ïðèíèìàÿ
âî âíèìàíèå, ÷òî ðÍ îïòèìóì î÷èùåííîé íàìè ïðîòåèíàçû áëèçîê ê ðÍ îïòèìóìó êîæè
è êðîâè ÷åëîâåêà, ìîæíî îæèäàòü ñëàáûå èçìåíåíèÿ åãî ñâîéñòâ, ïðè òåðàïåâòè÷åñêîì
ïðèìåíåíèè.
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