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РеФеРАТ Пенициллинацилазы широко используются на практике для получения полусинтетических 
β-лактамных антибиотиков и хиральных соединений. В данном обзоре рассмотрены последние достижения 
по получению рекомбинантных ферментов, а также результаты по белковой инженерии пенициллинаци-
лазы G с помощью различных подходов.
ключеВые слоВА пенициллинацилаза, Escherichia coli, экспрессия, структура, белковая инженерия.
сПисок сокРАщеНий ПА – пенициллинацилаза, EcПА – пенициллинацилаза из Escherichia coli, 
АfПА – пенициллинацилаза из Alcaligenes faecalis, 6-АПК – 6-аминопенициллановая кислота, ФГА – 
D-фенилглицинамид, ФУК – фенилуксусная кислота, ФГМ – метиловый эфир D-фенилглицина, ЦА – це-
фалоспоринацилаза из Penicillium diminuta.

ВВеДеНие
Пенициллинацилаза (ПА, КФ 3.5.1.11) была откры­
та 60 лет назад как катализатор гидролиза амидной 
связи в антибиотиках пенициллинового ряда [1]. Этот 
фермент относится к классу гидролаз, подклассу 
амидогидролаз и является представителем семей­
ства так называемых n­концевых нуклеофильных 
гидролаз. ПА была найдена в бактериях, дрожжах 
и низших грибах. Физиологическая роль фермента 
до конца не ясна. По­видимому, он служит для ути­
лизации гетероциклических соединений в качестве 
источника углерода.

ПА изучается уже более 50 лет. На практике этот 
фермент нашел широкое применение в производстве 
6­аминопенициллановой кислоты – основного синтона 
для получения антибиотиков пенициллинового ряда. 
Также ПА применяется непосредственно для син­
теза различных полусинтетических β­лактамных 
антибиотиков. Такие свойства этого фермента, 
как широкая субстратная специфичность, высокие 
регио­, хемо­ и стереоселективность обуславлива­
ют его применение для получения оптически чистых 
соединений (они все больше используются в фарма­
цевтической промышленности), а также для защиты 
гидроксильных и аминогрупп в пептидном и тонком 
органическом синтезе.

В настоящее время наиболее широко применяется 
пенициллинацилаза из Escherichia coli (ЕсПА). Среди 

других пенициллинацилаз этот фермент изучен луч­
ше всего, однако эффективность катализируемого 
EcПА ацильного переноса на β­лактамные ядра не­
достаточна для того, чтобы полностью вытеснить уже 
устаревшие методы химического синтеза существу­
ющих антибиотиков. В то же время из­за активного 
распространения патогенов, резистентных к суще­
ствующим антибиотикам, очень остро стоит проблема 
поиска новых антибактериальных препаратов с не­
природными заместителями, для синтеза которых 
эффективность ПА дикого типа будет очень низкой. 
Поэтому задача получения новых мутантных форм 
фермента с улучшенными синтетическими харак­
теристиками по отношению к неприродным субстра­
там имеет большое практическое и фундаментальное 
значение. Другой, не менее важной и актуальной за­
дачей является повышение стереоселективности ПА 
в реакциях ацилирования аминоспиртов или гидро­
лиза их n­ацильных производных, так как стереосе­
лективность ПА в реакциях получения аминоспиртов 
на порядок ниже, чем для аминокислот. 

Для получения новых форм ферментов с улучшен­
ными свойствами могут быть использованы самые 
разнообразные подходы, например, различные ме­
тоды неупорядоченного мутагенеза (направленная 
эволюция, генная мозаика и т.д.) или направленное 
введение аминокислотных замен на основе анализа 
пространственной структуры белковой глобулы (ра­
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циональный дизайн). В настоящее время все более 
широко используется последний подход, однако он 
требует знания трехмерной структуры фермента, 
которая может быть получена или эксперименталь­
но (рентгеноструктурный анализ, ЯМР), или с помо­
щью компьютерного моделирования. В данном обзоре 
мы рассмотрим последние достижения по получению 
рекомбинантных пенициллинацилаз с улучшенными 
свойствами.

клАссиФикАция ПеНициллиНАцилАз
Пенициллинацилазы относятся к β­лактамным аци­
лазам и классифицируются по типу гидролизуемого 
субстрата: на ферменты, гидролизующие преимуще­
ственно пенициллин G, пенициллин V и ампициллин. 
В 1963 г. была предложена классификация, вклю­
чающая пенициллинацилазы класса I и класса II [2]. 
Ферменты, относящиеся к классу I, преимущественно 
гидролизуют пенициллин V (феноксиметилпеницил­
лин), а ПА класса II – пенициллин G (бензилпеницил­
лин). Позднее к этой классификации был добавлен 
класс III – ферменты, отвечающие за гидролиз ампи­
циллина (D­α­аминобензилпенициллин) [3–6].

Современная классификация ацилаз β­лактамов 
по предпочитаемому «ядру» и соответствующим при­
родным боковым радикалам [7] приведена на рис. 1. 
Согласно этой классификации, ПА класса II допол­
нительно подразделяются еще на две подгруппы: 
класс IIа – ферменты, относящиеся к этой группе, 
осуществляют предпочтительный гидролиз арома­
тических амидов, и класс IIb – предпочтительный 
гидролиз алифатических амидов [7, 8].

исТочНики и локАлизАция 
ПеНициллиНАцилАз
Впервые пенициллинацилазная активность была 
описана японскими учеными в 1950 г. [1]. Авторы об­
наружили, что мицелий грибов Penicillium chrysoge-
num и Aspergillus oryzae способен превращать бен­
зилпенициллин в фенилуксусную кислоту и некое 
вещество, названное авторами «пеницин», которое 
позже было идентифицировано, как 6­аминопени­
циллановая кислота (6­АПК) [1, 9, 10]. Более деталь­
ные и тщательные исследования этого фермента 
относятся уже к 60­м годам XX века. Именно в это 
время появляется большое число публикаций, по­
священных изучению свойств и способов, а также 
перспектив применения данного фермента, причем 
число статей, посвященных пенициллинацилазам, 
с каждым годом только увеличивается.

Пенициллинацилазная активность была обнару­
жена в бактериях, дрожжах и низших грибах [11–14]. 
В настоящее время описаны ПА более чем из 40 раз­
личных микроорганизмов. Еще большее количество 
генов пенициллинацилаз было найдено при анноти­
ровании геномов микроорганизмов.

В зависимости от источника фермент может быть 
локализован как вне, так и внутри клетки. Для пени­
циллинацилаз G (класс II) характерна локализация 
активного фермента в периплазматическом простран­
стве клетки. Внеклеточная экспрессия встречается 
у штаммов­продуцентов как пенициллин ацилаз V 
(класс I), так и пенициллинацилаз G (класс II). Фи­
зиологическая роль ПА до сих пор не ясна, несмотря 
на то, что этот фермент изучается уже около 60 лет. 

Ацилазы β-лактамов

Пенициллины Цефалоспорины

Пенициллин G

Фенилацетил

Класс I II III IV

Феноксиацетил α-Аминоацил δ-Аминоадипил Глутарил

Пенициллин V Ампициллин Цефалоспорин 
С

Глутарил-7-АЦК

Ацилгидролазы α-ациламино-β-лактамов

Рис. 1. Современ-
ная классификация 
ацилаз β-лактамов 
по типу гидроли-
зуемого субстрата 
[7]. 7-АЦК – 7-ами-
ноцефалоспорано-
вая кислота.
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Вероятнее всего, ПА служит для утилизации ами­
дов ароматических соединений в качестве источника 
углерода [15]. В табл. 1 приведены основные харак­
теристики для некоторых наиболее хорошо изучен­
ных пенициллинацилаз.

особеННосТи эксПРессии 
ПеНициллиНАцилАзы G
Ген ПА­G кодирует фермент в виде неактивного 
предшественника. Он состоит из 4 структурных эле­
ментов: сигнального пептида, α­ и β­субъединицы 
и межсубъединичного спейсера. Зрелый фермент 
в случае ПА­G представляет собой гетеродимер об­
щей массой 86 кДа. Он состоит из двух субъединиц, 
α­ и β­, массой 23 и 63 кДа соответственно [23, 24]. 
Также в состав молекулы ПА входит связанный атом 
кальция, который, согласно некоторым данным, спо­
собствует процессингу фермента [18]. 

Посттрансляционная модификация ПА­G являет­
ся многостадийным процессом и была довольно хоро­
шо изучена на примере фермента из E. coli. На первом 
этапе с помощью сигнального пептида происходит 
транспорт неактивного белка­предшественника 
из цитоплазмы в периплазматическое пространство 
клетки, затем сигнальный пептид отщепляется. Да­
лее происходит выщепление спейсера с образовани­
ем активного гетеродимера [23, 25, 26].

В клетках E. coli большинство ферментов перено­
сится через мембрану с помощью Sec­транслоказы. 

Sec­система распознает сигнальные пептиды, 
не имеющие совпадений в аминокислотной после­
довательности, но обладающие похожими физико­
химическими свойствами. SecB­шаперон распознает 
короткую последовательность, включающую аро­
матический и положительно заряженный амино­
кислотные остатки, которая затем обрабатывается 
Sec­транслоказой [27]. SecB – основной компонент, 
участвующий в транслокации многих секреторных 
и периплазматических белков. В работе [28] было по­
казано, что белок SecB необходим для образования 
EcПА­G в активной форме.

Другой путь секреции белков – tat­система (twin 
arginin translocation). Считают, что она позволяет 
транспортировать через мембрану свернувшиеся 
белки, содержащие кофакторы. tat­система, по­
видимому, является полностью независимой от Sec­
системы. Для транспорта с помощью tat­системы не­
обходимо наличие в последовательности сигнального 
пептида мотива SrrXFLK, содержащего два остатка 
аргинина [29]. Последовательность сигнального пеп­
тида в белке­предшественнике EcПА содержит два 
остатка аргинина, разделенных остатком аспарагина 
(рис. 2). В литературе есть данные, что такой сигналь­
ный пептид также может обеспечивать процессинг 
фермента с помощью tat­системы. Более поздние 
по сравнению с работой [28] исследования показыва­
ют, что сигнальный пептид фермента из E. coli обе­
спечивает транслокацию белка­предшественника 

Таблица 1. Основные характеристики пенициллинацилаз из различных источников

Класс Источник Гидролизуемые  
субстраты* Индуцибельность Локализация 

в клетке Ссылка

Класс I
ПА­V

Streptomyces lavendulae Пен­V, Пен­K нет вне [3]

Dermatophytes Пен­V да внутри [3]

Penicillium chrysogenum Пен­V, Пен­K да внутри [3]

Bacillus sphaericus Пен­V н.д. вне [16]

Fusarium sp. Пен­V н.д. вне [17]

Класс II
ПА­G

E. coli Пен­G, Пен­X да внутри [18]

Bacillus megaterium
Пен­G, цефалексин, 

цефалоглицин,  
цефалоридин

н.д. вне [19]

Alcaligenes faecalis Пен­G н.д. внутри [20]

Providencia rettgeri Пен­G н.д. внутри [21]

Класс III 
Amp­ПА Pseudomonas melanogenum Амп, цефалоглицин, 

цефадрин, цефалексин н.д. внутри [22]

* Амп – ампициллин, Пен­G – пенициллин G, Пен­V – пенициллин V, Пен­K – пенициллин K, Пен­X – пенициллин X.
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именно за счет tat­системы [30]. В случае ПА из Al-
caligenes faecalis для транспорта используется Sec­
система [31].

Эксперименты с белком­предшественником, 
не содержащим сигнальный пептид, свидетель­
ствуют, что межсубъединичный спейсер сначала 
отщепляется от n­конца β­субъединицы. В резуль­

тате образуется свободная β­субъединица и поли­
пептид, состоящий из α­субъединицы и спейсера 
[23]. В процессе созревания белка­предшественника 
ПА непосредственно в клетке отщепление спейсе­
ра также происходит в две стадии [23]. Этими же 
авторами было показано, что отщепление спейсе­
ра от n­конца β­субъединицы возможно только 

Таблица 2. Влияние условий культивирования на выходы рекомбинантных ПА 

Источник  
фермента

Штамм­
продуцент

Про мо­
тор

Анти­
био ­

тико­
устой­

чивость

Индук тор Т, °С Среда Добавки Выход фермента Ссылка
орга­
низм штамм

E. coli

E. coli JM109 trc
ИПТГ/ 

арабино­
за

30 LB 112 Ед/л/А
600

, 
193 Ед/л/А

600

[66]

E. coli
JM109, 
BL21, 
HB101

Т7 Kn арабино­
за 30 LB глицерин

330 Ед/л/А
600

,  
820 Ед/л,

440 Ед/л/А
600

,
690 Ед/л

[63]

E. coli GM48
HB101

t7 
trc Kn ИПТГ 30 LB 84 Ед/л/А

600
[32]

E. coli Mc1000 lacZ Kn ИПТГ 28 M9 ФУК 14–650 Ед/г [67]

E. coli DH5α tac 
lacI cmr ИПТГ [68]

E. coli x6212 trc ИПТГ 1000 Ед/л, 
700 Ед/г [69]

E. coli
JM101, 
JM103, 
JM105

lac Kn ИПТГ,
галактоза М9

глюкоза, 
галактоза, 
глюкоза+ 
галактоза

20–800 Ед/л [70]

E. coli SecB­
шаперон 40–126 Ед/л/А

600
[28]

E. coli cm ИПТГ 28 М9 ca2+ 1 г/л 
1700 Ед/г [31]

E. coli
trc 
t7 

araB

Kn 
cm

ИПТГ, 
арабино­

за

degP­
шаперон

ПА: 20­800 Ед/л, 
ПА: 10450 Ед/л [65]

E. coli BL21 
(De3) t7 [60, 71]

E. coli
HB101, 
JM109, 
Mc4100

araB
cm 
Kn 

Amp

degP­
шаперон

14–470 Ед/л,  
570 Ед/л/А

600

[60]

A. faecalis

E. coli cm ИПТГ М9 ca2+ 2.3 г/л, 14000 
Ед/г(AfПА) [31]

E. coli HB101 1000 Ед, 23 мг/л [20]

E. coli JM109 rhaBAD Amp рамноза M9 
LB

глюкоза, 
пролин

4500 Ед/л,  
0.96 Ед/мг [72]

E. coli JM109 
(De3) t7 Kn ИПТГ LB (200–270)×103 

Ед/л [21]

K. 
citrophila E. coli BL21 

(De3) t7 Kn ИПТГ

Ye 
tH 
M9 
Mr

13460 Ед/л  
1190 Ед/л/А

600
  

28056 Ед/л  
1576 Ед/л/А

600

[60]
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в периплазме, в то время как отщепление спей­
сера от c­конца α­субъединицы также возможно 
и в цитоплазме клетки. В то же время результаты 
работы [26] свидетельствуют, что первой сворачи­
вается α­субъединица, которая затем выступает 
в качестве «матрицы» для правильного сворачива­
ния β­субъединицы. Позже было показано, что от­
щепление межсубъединичного спейсера является 
автокаталитическим процессом [25]. Критическую 
роль в правильном сворачивании фермента играют 
остатки Lys299 и thr263 (нумерация аминокислот­
ных остатков неактивного предшественника). Ами­
нокислотные замены в этих положениях приводят 
к существенному снижению выхода активного фер­
мента и преимущественному образованию неактив­
ного предшественника [25, 32].

Суммируя литературные данные, следует отме­
тить, что все стадии процессинга ПА­G играют важ­
ную роль в экспрессии фермента в активной и рас­
творимой форме. Введение аминокислотных замен 
может повлиять на любую из стадий созревания 
белка­предшественника, поэтому получение новых 
мутантных ферментов в активной форме потребу­
ет тщательного индивидуального подбора условий 
культивирования.

эксПРессия РекоМбиНАНТНых ПА В E. coli
Для клонирования и экспрессии рекомбинантных 
ферментов в зависимости от задач можно использо­
вать множество различных систем: бактерии [33–36], 
дрожжи [37–40], растения [41–43], клетки насекомых 
[44–47] или искусственные бесклеточные системы 
[48–51]. Поскольку ПА­G встречается только в бак­
териях, то для ее экспрессии, как правило, выбира­
ют бактериальные системы на основе клеток E. coli. 
Ниже мы рассмотрим различные варианты экспрес­
сии ПА­G в клетках E. coli.

Выбор промотора и вектора для экспрессии 
В литературе содержится большое количество ин­
формации по гетерологической и гомологической экс­
прессии ПА в E. coli. В качестве вектора использовали 
как низкокопийные, так и высококопийные плазмиды, 
а для контролируемой экспрессии использовали самые 
разные типы промоторов: lac, tac, trc, T7 и araB. Гены 
ПА­G были клонированы из E. coli [52, 53], Actino-
myces viscosus [54], Providencia rettgeri [55], Kluyvera 
citrophila [56], Bacillus megaterium [35, 57] и A. faecalis 
[20]. Влияние типа промотора на выход ПА из различ­
ных источников суммировано в табл. 2. Строгой зави­
симости между типом промотора и выходом активного 
фермента нет. Как правило, более сильные промото­
ры (например, промотор РНК­полимеразы фага Т7) 
приводят к высокому уровню экспрессии, однако за­

частую именно это препятствует правильному свора­
чиванию фермента и приводит к образованию целе­
вого белка преимущественно в нерастворимой форме 
в виде так называемых телец включения. Использова­
ние менее сильных промоторов часто позволяет уве­
личить долю растворимого фермента. В каждом слу­
чае для конкретного фермента отдельно подбирался 
оптимальный вариант экспрессирующего вектора. 

Фактором, определяющим уровень экспрес­
сии фермента, может быть как транскрипция, 
так и трансляция [53]. Лимитирующая стадия опре­
деляется выбранным вектором и зависит от приро­
ды штамма­хозяина. В любом случае большинство 
исследователей выбирают сильные промоторы – tac 
и t7, а в качестве индуктора используют изопропил­
β­D­тиогалактозид (ИПТГ). Проблему увеличения 
доли растворимого белка в клетке решают за счет 
оптимизации параметров культивирования.

Влияние температуры 
В работе [58] было показано определяющее влия­
ние температуры культивирования на выход ак­
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Рис. 3. Филогенетическое дерево пенициллинацилаз G.
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тивной ПА. Эксперименты по экспрессии проводили 
при трех температурах: 22, 28 и 37°С. Для всех ком­
бинаций плазмида/штамм­хозяин наибольшие выхо­
ды активного фермента наблюдались при 22°С. Такой 
эффект, вероятнее всего, связан с тем, что при пони­
женной температуре фермент успевает пройти все 
стадии посттрансляционной модификации и свер­
нуться в правильную конформацию, за счет этого 
увеличивается доля растворимого и активного фер­
мента в клетке. При повышении температуры куль­
тивирования происходит ускорение синтеза белка, 
и фермент накапливается в цитоплазме в нераство­
римой форме.

Влияние состава среды и различных добавок 
Многочисленные исследования показали, что среда 
для культивирования оказывает большое влияние 
на уровень экспрессии фермента и на его выход в ак­
тивной форме. В работе [59] было показано, что наи­
большие выходы активной ПА­G достигались при ис­
пользовании минимальной среды М9 и глюкозы 
в качестве источника углерода. По сравнению с дру­
гими использованными средами доля периплазмати­
ческого фермента в противовес внутриклеточному 
возрастала на 2 порядка. В другом случае [60] мак­
симальный выход фермента наоборот был получен 
при использовании самой богатой среды Ye из всех 
рассмотренных (Ye, tH, Mr, M9).

Одним из важнейших параметров при культиви­
ровании ПА является наличие ионов кальция в среде 
для культивирования. Са2+ необходим как для роста 
клеток [61], так и для формирования ПА в активной 
и растворимой форме, поскольку он входит в струк­
туру молекулы активной ПА [24, 60]. По мнению 
исследователей, ca2+ необходим для транспорта 
белка­предшественника через мембрану, а также 
для корректного сворачивания фермента и созрева­
ния белка­предшественника в периплазме [31].

Еще один подход, позволяющий повысить долю 
растворимой ПА в клетке, – это добавление в бога­
тые среды низкомолекулярных источников углеро­
да. Дополнительный источник углерода позволяет 
не только увеличить выход биомассы, но и приводит 
к снижению доли нерастворимого фермента в клет­
ке [62]. В качестве таких источников углерода ис­
пользуют лактозу, глюкозу, арабинозу и глицерин. 
В работах [62, 63] показано, что добавление глице­
рина приводит к снижению нерастворимой фракции 
фермента в периплазматическом пространстве клет­
ки. Как считают некоторые авторы, глицерин может 
выступать не только в качестве источника углерода, 
но и как «химический шаперон», облегчая сворачива­
ние и созревание фермента.

Регулирование посттрансляционной модификации 
В работе [59] в дополнение к подбору оптимального 
штамма для экспрессии с одновременной оптимиза­
цией состава среды была модифицирована система 
транслокации ПА за счет замены сигнального пепти­
да. Как отмечалось выше, сигнальный пептид EcПА 
обеспечивает транспорт белка­предшественника 
с помощью tat­системы [31], в то же время, соглас­
но литературным данным [64], Sec­зависимый экс­
порт белков происходит быстрее. Замена системы 
транслокации позволила существенно увеличить 
долю растворимого фермента в периплазматической 
фракции.

Использование шаперонов для правильного фолдин-
га ПА 
Еще один активно развивающийся в последние де­
сятилетия подход – это использование шаперонов 
при оптимизации экспрессии ферментов. В случае 
ПА большинство исследователей используют degP­
шапероны, или же шапероны Sec­системы, если фер­
мент транспортируется внутри клетки с ее помощью 
[65]. Использование этого метода позволяет увели­
чить выходы активного фермента в несколько раз.

Суммируя все вышесказанное, следует отметить, 
что экспрессия ПА­G зависит от множества факто­
ров. Для создания штамма­суперпродуцента реком­
бинантной ПА необходимо иметь детальное пред­
ставление о лимитирующих стадиях экспрессии 

Рис. 4. Структура активного гетеродимера ПА-G из  
E. coli (PDB 1PNK) [24]. Желтым и темно-синим цветом 
изображены α- и β-субъединицы соответственно. 
Красным цветом указан каталитический остаток βSer1, 
зеленым цветом – ион Ca2+.
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для каждого конкретного организма и экспрессион­
ной системы. Выходы активного фермента также мо­
гут быть увеличены за счет использования штаммов, 
дефектных по протеиназам, и изменения системы 
транслокации фермента.

сТРукТуРА ПеНициллиНАцилАз G

Первичная структура ПА-G
В настоящее время в базах данных (GeneBank) 
имеются полные нуклеотидные и аминокислотные 
последовательности ПА­G из 40 различных источ­
ников. На рис. 2 представлено выравнивание амино­
кислотных последовательностей ПА­G из некоторых 
источников. Для сравнения были отобраны фермен­
ты, наиболее отличающиеся друг от друга. Полно­
стью на рисунке приведена последовательность ПА 
из E. coli, для остальных ферментов для наглядности 
указаны только отличающиеся остатки. Темно­серым 
цветом выделены строго консервативные остатки, 
а светло­серым – подобные. 

Как видно из рисунка, в области сигнальных пеп­
тидов не наблюдается никаких консервативных 
остатков или консенсусных последовательностей. 
Все они отличаются не только по последовательно­
сти аминокислотных остатков, но и по их количеству. 
Межсубъединичные спейсеры также существенно 

отличаются и не имеют консервативных аминокис­
лотных остатков в своей последовательности.

В приведенных последовательностях ПА­G мож­
но выделить два основных консервативных моти­
ва: AQ(D/e)rXXQ(M/L)(e/D) в α­субъединице 
и nXXYADXXGnI(G/A)Y в β­субъединице. Кроме 
этих двух участков встречаются еще несколько вы­
сококонсервативных остатков, в частности первый 
и второй аминокислотные остатки в β­субъединице – 
каталитически важный остаток серина и следующий 
за ним остаток аспарагина. Общее число высококон­
сервативных аминокислотных остатков в последова­
тельностях ПА­G не превышает 7%.

На рис. 3 представлено филогенетическое дере­
во пенициллинацилаз G. Как видно из рисунка, наи­
большее число этих ферментов встречается в про­
теобактериях.

Четвертичная структура ПА-G
Первая трехмерная структура пенициллинацилазы­G 
была определена в 1995 г. для ПА из E. coli c разре­
шением в 1.9 Å (PDB 1PnK) [24]. Она представле­
на на рис. 4. Активный фермент – это гетеродимер 
массой 86 кДа, состоящий из двух субъединиц: α – 
меньшего размера (24 кДа) и β – большего размера 
(62 кДа). На n­конце β­субъединицы расположен 
каталитический остаток серина (на рис. 4 выделен 
красным цветом). Гетеродимер имеет усредненные 
размеры 70 x 50 x 55 Å. Полипептидные цепи двух 
субъединиц формируют пирамидальную структуру 
с глубокой чашеобразной выемкой в центре, на дне 
которой находится активный центр.

Как и все ntn­гидролазы, ПА­G содержит типич­
ный мотив укладки αββα [73]. ПА содержит один αββα-
домен, состоящий из α­ и β­субъединиц [24], который 
является одним из самых больших αββα-доменов сре­
ди всех известных ntn­гидролаз [73].

Со структурной точки зрения, вся белковая гло­
була разделяется на три региона – А, В и c. Регион 
С включает 8 высококонсервативных для всего се­
мейства ntn­гидролаз элементов вторичной структу­
ры. Эти 8 элементов образуют три слоя из 4­слойных 
αββα­мотивов, и все они антипараллельны. Регионы A 
и В объединяют похожие элементы вторичной струк­
туры, пространственное расположение которых со­
впадает для всех ntn­гидролаз, а положение этих 
элементов в полипептидной цепи различно для раз­
ных представителей семейства. Для ПА­G регионы 
A, B и С в полипептидной цепи чередуются в порядке 
С­В­А.

В конце 2009 г. в базе трехмерных структур белков 
PDB была выложена структура ПА рекомбинантной 
пенициллинацилазы из A. faecalis (AfПА), экспрес­
сированной в клетках E. coli (PDB 3K3W) (рис. 5), 

Рис. 5. Структура активного гетеродимера ПА-G из  
A. faecalis (PDB 3K3w). Желтым и темно-синим цве-
том изображены α- и β-субъединицы соответствен-
но. Красным цветом указан каталитический остаток 
βSer1, зеленым цветом – ион Ca2+. Малиновым 
цветом указана дисульфидная связь в β-субъединице 
между остатками Cys492 и Cys525 в ферменте дикого 
типа. Вставка справа показывает фиксацию N-конца 
α-субъединицы и С-конца β-субъединицы за счет ди-
сульфидной связи (выделена оранжевым цветом), по-
лученной в результате парной аминокислотной замены 
αQ3C/ βP751C.
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хотя впервые этот фермент был выделен и охарак­
теризован еще в начале 90­х годов прошлого века. 
В мае 2010 г. в PDB была депонирована вторая струк­
тура AfПА, полученная из орторомбического кри­
сталла (PDB 3ML0). Особый интерес к AfПА связан 
с тем, что ее термостабильность одна из самых высо­
ких среди известных пенициллинацилаз G. Анализ 
структуры этого фермента свидетельствует, что по­
вышенная температурная стабильность связана с на­
личием в β­субъединице дисульфидной связи между 
остатками cys492 и cys525 (на рис. 5 выделены мали­
новым цветом), которой нет в EcПА. Структура AfПА 
демонстрирует высокую пространственную гомоло­
гию с таковой для EcПА. Компьютерное наложение 
структур этих ферментов показывает, что молекула 
AfПА обладает такой же пространственной орга­
низацией полипептидной цепи, особенно в области 
активного центра. Небольшие отклонения в укладке 
полипептидной цепи обнаруживаются только на «пе­
риферии» во внешней оболочке фермента. Следует 
отметить, что обе структуры AfПА имеют низкое 
по современным меркам разрешение – 3.3 и 3.5 Å 
для PDB3K3W.ent и PDB3ML0.ent соответственно. 
Такое разрешение не позволяет судить о положении 
и взаимодействии отдельных остатков в области ак­

тивного центра, что особенно важно при обсуждении 
их роли в катализе.

сТРукТуРА АкТиВНоГо цеНТРА ЕсПА

Строение каталитического домена
В ранних работах по изучению ПА было показано, 
что ключевую роль в катализе играет остаток серина. 
Ковалентная модификация этого остатка при помощи 
фенилметилсульфонилфторида (ФМСФ) приводит 
к полной потере ферментом каталитической актив­
ности [74]. Данные рентгеноструктурного анализа 
ковалентного комплекса ПА с ФМСФ (PDB 1PnM) 
[18] уточнили, что этим ключевым остатком являет­
ся n­концевой остаток серина β­цепи. Вблизи остат­
ка βSer1 нет имидазольных и карбоксильных групп, 
которые обычно присутствуют в активном центре 
сериновых протеиназ и принимают участие в ката­
литических актах ацилирования и деацилирования 
посредством переноса протона. Поэтому ПА отнесли 
к классу так называемых гидролаз с n­концевым ну­
клеофилом или ntn­классу (n­terminal nucleophile) 
[75]. 

На основании данных по структуре EcПА в 1995 г. 
была предложена модель каталитического механиз­
ма ntn­гидролаз [24]. n­Концевой остаток серина 
βSer1 выступает в роли нуклеофила (на рис. 6 пока­
зан красным). В ходе реакции ковалентный интерме­
диат формируется через образование переходного 
состояния, которое стабилизируется так называемым 
оксианионным центром. Рядом с нуклеофилом βSer1 
расположен остаток βGln23 (рис. 6, показан оран­
жевым). Этот остаток повышает нуклеофильность 
каталитического серина. Оксианионный центр обра­
зуют остатки βAsn242 и βAla69 (на рис. 6 выделены 
малиновым).

Сравнение аминокислотных последовательностей 
ПА­G из различных источников (рис. 3) свидетель­
ствует, что остаток βAsn242 строго консервативен 
для всех представленных ферментов, в то время 
как остаток βAla69 встречается только в половине 
последовательностей, а в остальных четырех случа­
ях на этом месте располагается остаток аспарагина.

Строение субстратсвязывающего домена
Субстратсвязывающий домен активного центра со­
стоит из двух поддоменов – S1 и S2. Наиболее вы­
сокую специфичность проявляет субдомен S1, он 
отвечает за связывание ацильной части субстрата 
и состоит в основном из гидрофобных остатков. За­
крытая структура этого домена и его гидрофобность 
делают фермент очень селективным по отношению 
к бензольному кольцу с небольшими заместителями 
у cα­атома или ароматического кольца. Основными 

Рис. 6. Ключевые остатки активного центра ПА из  
E. coli (cтруктура PDB 1AI4). Красным и оранжевым 
соответственно указаны каталитический остаток βSer1 
и остаток βGln23, регулирующий нуклеофильность 
каталитического остатка. Остатки оксианионного цен-
тра выделены малиновым. Зеленым выделены остатки 
субдомена S1 (связывание ацильной части субстрата), 
желтым – остатки субдомена S2 (связывание нуклео-
фильной части субстрата), синим цветом указан оста-
ток αPhe146, который входит в оба субдомена.
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остатками, которые формируют закрытую структуру 
домена S1, являются следующие: αMet142, αPhe146, 
βPhe24, βPhe57, βtrp154, βIle177 и βSer67 (на рис. 6 
выделены зеленым). Их дополняют остатки βPro22, 
βGln23, βVal56, βthr68, βPhe71, βLeu253 и βPhe256 
[24, 73] (на рис. 6 не показаны). Как видно из пере­
численного списка, только два остатка принадлежат 
α­субъединице, а большинство гидрофобных остатков, 
играющих основную роль в связывании ацильной ча­
сти субстрата, находятся в β­цепи. Стерически огра­
ниченная гидрофобная полость в свободном состоянии 
имеет термодинамически невыгодный контакт с окру­
жающей средой. В результате гидрофобного взаимо­
действия субстрата с ферментом имеет место двойной 
выигрыш в энергии. Во­первых, за счет энергии пере­
носа гидрофобного субстрата из воды в гидрофобную 
полость фермента и, во­вторых, за счет вытеснения 
воды из активного центра.

Предполагаемые π-π­взаимодействия существуют 
между бензольными кольцами фенилуксусной кис­
лоты (ФУК) и βPhe24, которые располагаются па­
раллельно друг другу. Остаток αPhe146 находится 
на противоположной стороне гидрофобного кармана. 
Он также взаимодействует с ФУК и при этом экра­
нирует активный центр от растворителя. Еще один 
остаток фенилаланина, βPhe57, локализован на дне 
полости. Наименьшее расстояние между ним и инги­
битором составляет 4.7 Å, что слишком много для пря­
мого взаимодействия. Однако этот остаток может быть 
важен для поддержания структуры сайта связыва­
ния, поскольку находится на расстоянии 3.5 и 3.9 Å 
от остатков βPro22 и βPhe24 соответственно, которые 
непосредственно участвуют в связывании субстрата.

Второй важный субдомен субстратсвязывающего 
участка активного центра – поддомен S2, отвечаю­
щий за связывание нуклеофильной части. Он пред­
ставляет собой дно чашеобразной выемки в центре 
структуры и обеспечивает довольно широкую специ­
фичность фермента к нуклеофильной части. Кроме 
того, этот субдомен энантиоселективен и дает воз­
можность использовать фермент для разделения 
оптических изомеров аминов. Домен S2 составляют 
остатки αArg145, αPhe146, βPhe71 и βArg263 (рис. 6, 
выделены желтым) [76–80].

Как показывает анализ структуры комплекса не­
активного мутанта ЕсПА βAsn241Ala с пеницилли­
ном [79], антибиотик на первом этапе связывается 
в открытой конформации, что позволяет объемной 
амидной части субстрата войти в активный центр 
фермента. В открытой конфомации фенильное коль­
цо остатка βPhe71 оказывается в плоскости, парал­
лельной β­лактамному кольцу субстрата. Более того, 
в результате сорбции субстрата возникают ван­дер­
ваальсовы взаимодействия между метильной груп­

пой пенициллина и Сδ1­атомом αPhe146, что также 
усиливает связывание.

Комплекс нативного фермента с «медленным» 
субстратом сульфоксидом пенициллина G (PDB 
1PnM) дает представление о структуре фермента 
перед актом катализа [78]. Позиции остатков αArg145 
и αPhe146 в данном случае соответствуют закрытой 
конформации, а амидная группа βAsn241 образует 
водородную связь с карбонильным кислородом суб­
страта.

Мутационный анализ остатков αArg145 и βArg263 
показывает, что оба остатка существенны для ката­
лиза, а βArg263 необходим также для автокатали­
тического созревания [77]. Полученные структур­
ные и кинетические данные также указывают на то, 
что остаток βArg263 принимает участие в стабили­
зации переходного состояния, положительный за­
ряд которого увеличивает полярность оксианионного 
центра. Следует отметить, что остатки как βArg263, 
так и αArg145 консервативны и присутствуют в пе­
нициллинацилазах G почти из всех известных ис­
точников (см. рис. 2).

Еще одной особенностью каталитического меха­
низма ПА является существование активного центра 
в открытой и закрытой конформации, что было пока­
зано в работе [80], в которой были определены струк­
туры EcПА в комплексе с различными лигандами. 
Открытая конформация необходима для связывания 
субстрата, а для катализа необходимо экранирование 
активного центра от растворителя, что достигается 
в закрытой конформации. 

белкоВАя иНжеНеРия ПА-G
Раньше основным подходом для увеличения эффек­
тивности промышленно значимых процессов была 
оптимизация условий биокаталитического процесса. 
Такая оптимизация проводилась на основании ки­
нетических параметров ферментативной реакции 
и физико­химических свойств компонентов реак­
ционной среды. Такой подход вполне оправдывает 
себя и дает возможность получить очень хорошие 
результаты. Однако в настоящее время этот подход 
практически полностью реализовал свой потенциал 
и уходит на второй план, уступая место дизайну са­
мих ферментов.

Рентгеноструктурный анализ ПА, ее мутантов 
и комплексов с различными субстратами открыл 
совершенно новые возможности как для понима­
ния структурно­функциональных взаимосвязей, 
так и для рационального дизайна активного центра 
фермента. Цель такого дизайна улучшение свойств 
фермента, в первую очередь тех, которые могли бы 
увеличить эффективность ПА в реакциях синтеза 
антибиотиков и разделения энантиомеров. 



68 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ОБЗОРЫ

В силу термодинамических причин для синтеза 
антибиотиков используется не прямая конденсация, 
а реакция нуклеофильного замещения. Минимальная 
схема приведена ниже:

Минимальная схема получения полусинтетических 
β-лактамных антибиотиков с помощью реакции ну-
клеофильного замещения. E, S и ES – фермент, суб-
страт (донор ацильной части) и фермент-субстратный 
комплекс соответственно, ЕА, Nu и EANu – ацилфер-
мент, нуклеофил и двойной комплекс ацилфермент-
нуклеофил соответственно. K

s
, K

n
 и K

p
 – константы свя-

зывания субстрата, нуклеофила и продукта синтеза со 
свободным ферментом Е, ацилферментом ЕА и сво-
бодным ферментом E соответственно.

В работах [81, 82] приведен подробный анализ этой 
схемы, а также различных ее модификаций. Основ­
ным результатом проведенного анализа является 
вывод о том, что для описания эффективности про­
цесса нельзя использовать «привычные» энзимоло­
гам параметры, такие, как величины каталитической 
константы, константы Михаэлиса и констант ингиби­
рования продуктами реакции. Вместо них использу­
ют параметры α, β и γ. Параметр α = (k

­4
/K

p
)/(k

2
/K

s
) 

характеризует специфичность фермента по отноше­
нию к продукту и исходному ацильному донору, па­
раметр β

 
= k

4
/(k

3
·K

n
) – максимальную нуклеофиль­

ную активность акцептора, а γ = k
5
/k

4
 – способность 

тройного комплекса eAnu превращаться по гидро­
литическому или синтетическому пути (соотношение 
скоростей синтеза и гидролиза S/H при превращении 
комплекса eAnu). В связи с вышесказанным, именно 
эти параметры и будут нами использованы для оцен­
ки эффективности экспериментов по белковой инже­
нерии ПА при исследовании мутантных ферментов 
в синтезе антибиотиков.

Получение химерных ПА с помощью генной мозаики
В настоящее время для получения мутантных фермен­
тов с улучшенными свойствами широко используются 
самые различные подходы, основанные как на упоря­
доченном, так и на неупорядоченном введении амино­
кислотных замен и даже целых фрагментов полипеп­
тидной цепи. Одним из таких методов, который стал 
популярен в последние годы и который успешно ис­

пользуется для улучшения свойств ферментов, вовле­
ченных в технологические процессы, является генная 
мозаика (DnA shuffling). Этот метод основан на реком­
бинации генов гомологичных ферментов из различных 
организмов, в результате чего получаются химерные 
белки с самым разнообразным набором отдельных 
фрагментов из исходных ферментов.

Методика генной мозаики была применена для пе­
нициллинацилаз из E. coli, K. cryocrescens и P. rettgeri 
[83]. Степень идентичности между генами этих фер­
ментов составляет 77% (E. coli – K. cryocrescens), 61% 
(E. coli – P. rettgeri) и 61% (K. cryocrescens – P. rettgeri). 
Анализ 81 трансформанта выявил 3 гибридных фер­
мента как с более высокой каталитической актив­
ностью (vPs

), так и с улучшенными синтетическими 
свойствами (табл. 3). 

Интересно отметить, что для гибрида 6B11 из­
бирательно улучшаются все параметры, при этом 
уменьшение α, что было показано в независимом 
эксперименте, вызвано двукратным увеличением K

P
 

для продукта синтеза – ампициллина, а для гибрида 
73С4 увеличение α вызвано двукратным увеличени­
ем K

S
 для D­ФГА. 

Секвенирование показало, что гибридные мутан­
ты 6B11 и 73С4 получены за счет включения в ген ПА 
из E. coli участков гена ПА из K. cryocrescens. Также 
были найдены случайные мутации, не относящие­
ся ни к одному из родительских генов, большинство 
из которых находилось далеко от активного центра. 
Однако даже такие мутации могут быть достаточно 
эффективны. Так, мутация остатка βGly385Ser, на­
ходящегося на расстоянии 13.5 Å от активного центра 
и найденная в гибриде 6G8, может влиять на доступ­
ность активного центра в целом. Для изучения вклада 
этой мутации в синтетические свойства гибрида 6G8 

Таблица 3. Синтетические свойства родительских и ги-
бридных ПА (15 мМ D-ФГА, 25 мМ 6-АПК, рН 7.0)

Фермент α β, 
мМ­1 γ P

max
, мМ v

Ps
, %

ПА E. coli 7.8 78 0.14 2.2 100

ПА K. cryocre-
scens 12.7 98 0.19 2.1 110

ПА P. rettgeri 5.8 32 0.30 1.9 59

ПА 6G8 11.1 130 0.12 2.6 149

ПА 73c4 11.6 120 0.12 2.4 95

ПА 6B11 6.4 115 0.13 2.5 115
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авторы сделали соответствующую одиночную замену 
в ПА E. сoli. Полученные результаты впечатляют сво­
ей непредсказуемостью: максимальный выход про­
дукта увеличился на 22%, а соотношение S/H на 80% 
по сравнению с ферментом дикого типа в идентичных 
условиях, при этом также не наблюдалось увеличения 
параметра α. Аналогично была обнаружена случайная 
мутация αAsp148Gly, которая для вновь созданного 
одиночного мутанта дает увеличение выхода в синте­
зе ампициллина на 20% при увеличении S/H на 80%. 
В отличие от предыдущего случая, этот эффект мож­
но объяснить тем, что остаток αAsp148 расположен 
в основании каталитической α­петли, ответственной 
за конформационные переходы в активном центре, и, 
как было показано на примере мутагенеза остатков 
αArg145 и αPhe146, любые изменения в этой петле мо­
гут привести к изменению как субстратной специфич­
ности, так и каталитической активности. 

Таким образом, метод генной мозаики можно ис­
пользовать не только как инструмент получения ги­
бридных мутантов ПА с улучшенными свойствами, 
но и как многообещающий инструмент поиска новых 
мишеней для сайт­направленного мутагенеза, кото­
рые невозможно было бы предсказать на основании 
изучения трехмерной структуры фермента.

Комбинационный насыщающий мутагенез
В работе [84] для трех аминокислотных остатков, рас­
положенных вблизи от активного центра фермента, 
αr160, αF161 и βF24, был использован подход, соче­
тающий насыщающий мутагенез каждого остатка 
с комбинированием введенных мутаций (т.е. получали 
как одинарные, так и двойные, и тройные мутанты). 
С помощью вырожденных праймеров был проведен 
неупорядоченный мутагенез этих остатков и получена 
библиотека, содержащая более 700 различных клонов. 
Скрининг проводился с помощью высокоэффективной 

жидкостной хроматографии по способности получен­
ных мутантов к синтезу ампициллина. В результате 
были отобраны три мутанта с повышенными ката­
литическими характеристиками в реакции синтеза 
ампициллина (табл. 4). Причем один из мутантов – 
βF24A, также проявляет повышенные каталитические 
характеристики в реакции синтеза цефалексина.

Однако метод неупорядоченного мутагенеза в слу­
чае ПА не нашел широкого применения из­за отсут­
ствия простой системы скрининга полученных му­
тантов. Наиболее широкое распространение получил 
метод направленного мутагенеза.

РАциоНАльНый ДизАйН

Участок связывания ацильной части
Для эффективного гидролиза природных антибио­
тиков с целью получения β­лактамных ядер жела­
тельна низкая специфичность к побочному продук­
ту гидролиза бензилпенициллина – фенилуксусной 
кислоте, конкурентному ингибитору ПА. Для эффек­
тивного синтеза полусинтетических неприродных 
антибиотиков важна высокая специфичность к Сα­
замещенным производным ФУК (D­фенилглицин, 
миндальная кислота, cα­метил­ФУК), при этом до­
стигается более полное насыщение по ацильному 
донору. Для природных ПА значения константы 
Михаэлиса для Сα­замещенных производных ФУК 
составляют величину порядка 10–100 мМ, что в 100–
1000 раз выше, чем для ФУК [85]. В связи с этим по­
лучение мутантов с низкими значениями константы 
Михаэлиса для Сα­замещенных ФУК и высокими 
константами ингибирования для ФУК представляет 
большой практический интерес. 

В работе [86] были получены точечные βPhe24Ala 
и αPhe146tyr и двойной βPhe24Ala/αPhe146tyr 
мутанты, отвечающие этим требованиям. Напри­

Таблица 4. Каталитическая эффективность мутантных EcПА в реакциях синтеза антибиотиков [84]

Фермент Донор ацильной 
части

Ампициллин Цефалексин

α β, мМ­1 1/γ α β, мМ­1 1/γ

PAS2
ФГА 13.2 0.5 6 7.3 0.5 59

ФГМ 16.4 0.5 6 9.1 0.5 59

αr160K 
αF161L 
βF24M

ФГА 218 6.3 364 58.8 18.4 69

ФГМ 8.8 6.3 364 2.4 18.4 69

βF24A
ФГА 209 10.2 286 88.8 21.5 154

ФГМ 11.6 10.2 286 4.9 21.5 154

αr160P 
αF161A 
βF24A

ФГА 200 4.9 167 57.2 21.1 58

ФГМ 7.6 4.9 167 2.2 21.1 58
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мер, в случае мутанта ЕсПА βPhe24Ala ингибиро­
вание ФУК по сравнению с ферментом дикого типа 
было снижено в 18 раз (K

p
 = 1.1 и 0.06 мМ соответ­

ственно), а сродство к Сα­замещенным производным 
ФУК было увеличено в 5 раз. При конструировании 
мутантов авторы предположили, что замена ги­
дрофобных остатков, составляющих основу центра 
связывания ацильной части, может существенно 
изменить специфичность фермента по отношению 
как к Сα­замещенным ФУК, так и к самому природ­
ному субстрату.

Рентгеноструктурные данные, полученные для этих 
мутантов в комплексе с различными производными 
ФУК, объясняют наблюдаемые эффекты. Так, удале­
ние ароматического кольца в мутанте βF24A приводит 
к структурным перестройкам в активном центре, в ре­
зультате чего в этом мутанте ФУК связывается в от­
крытой конформации в отличие от фермента дикого 
типа, где ФУК связывается в закрытой конформации. 
В результате такого связывания исчезают водородные 
связи между карбонильным кислородом ФУК и остат­
ками βAla69 и βAsn241, образующими оксианионный 
центр, что объясняет многократное увеличение кон­
станты ингибирования. 

В отличие от ФУК cα­метил­ФУК в мутанте βF24A 
связывается в закрытой конформации. При этом cα­
cH

3
 занимает место удаленной фенильной группы, 

что приводит к десятикратному улучшению связы­
вания. 

Интересно также заметить, что мутация по остат­
ку βPhe24 оказывает сильное влияние на стереоспе­
цифичность фермента по отношению к (R)­изомерам 
cα­замещенных производных ФУК и может рассма­
триваться как потенциальная мишень для изменения 
энантиоизбирательности фермента с целью получения 
оптически чистых Сα­замещенных производных ФУК.

Замена фенилаланина на тирозин в мутанте 
αF146Y не приводит к конформационным перестрой­
кам в активном центре, что объясняет связывание 
ФУК, сравнимое с ЕсПА дикого типа. Однако при свя­
зывании cα­замещенных ФУК образующиеся ван­
дер­ваальсовы контакты между cα-заместителем 
и αtyr146:OH делают связывание более продуктив­
ным. 

В работе [87] была изменена природная пеницил­
линовая специфичность ПА E. coli на цефалоспори­
новую, что открыло возможность использования ПА 
для получения 7­аминоцефалоспорановой кислоты. 
Для установления соответствия остатков, ответ­
ственных за связывание ароматической гидрофоб­
ной ацильной части пенициллина в ПА и линейной 
гидрофильной (глутарильной) ацильной части це­
фалоспорина в цефалоспоринацилазе из P. diminuta 
(ЦА), было проведено выравнивание аминокислот­

ных последовательностей ЕсПА и ЦА. На основании 
проведенного сравнения семь остатков гидрофобного 
кармана ЕсПА заменили на соответствующие семь 
остатков из ЦА. Полученный таким образом много­
точечный мутант характеризовался восьмикратным 
улучшением специфичности по отношению к це­
фалоспорину С. К сожалению, эти результаты пока 
представляют собой не более чем научную ценность, 
так как величина удельной активности полученного 
мутанта была намного ниже активности природного 
цефалоспоринового фермента.

Направленный мутагенез на участке связывания 
нуклеофила
Одного лишь улучшения связывания ацильной ча­
сти субстрата недостаточно для повышения синте­
тических способностей фермента. Как было показа­
но в работе [88] для мутанта βPhe24Ala, улучшение 
связывания D­фенилглицинамида приводит также 
к увеличению связывания продукта синтеза – ампи­
циллина и, как следствие, к увеличению параметра α. 
Однако интересным оказался тот факт, что мутации 
по остаткам βPhe24 и αPhe146, отвечающим за свя­
зывание ацильной части, приводят также к улучше­
нию нуклеофильности 6­АПК более чем в 2 раза.

С одной стороны, это не противоречит базовым 
принципам структурной организации белковой мо­
лекулы в том, что изменение или удаление одного 
из звеньев белковой цепи может привести к струк­
турным перестройкам в близлежащих областях. Му­
тации на участке связывания ацильной части могут, 
в принципе, привести к изменениям на участке свя­
зывания нуклеофила, при том что остатки βPhe24 
и αPhe146 находятся на пограничной области, обра­
зуя горлышко гидрофобного кармана (рис. 6).

С другой стороны, нельзя точно определить какой 
из факторов – улучшение связывания нуклеофи­
ла (Kn

) или уменьшение реакционной способности 
воды (k

3
, k

5
), играет решающую роль. Так, замена 

βPhe24Ala могла спровоцировать изменение поло­

Таблица 5. Кинетические параметры синтеза ампициллина 
для EcПА дикого типа и мутантов по αArg145 (15 мМ D-ФГА, 
25 мМ 6-АПК, pH 7.0)

Фермент α β.,  мМ­1 γ P
max

, мМ 

EcПА дикий тип 7.7 80 0.14 2.2

EcПА αArg145Gly 29 420 0.04 3.6

EcПА αArg145Ser 14 350 0.05 3.3

EcПА αArg145Leu 15 280 0.06 2.8
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жения соседнего остатка, βGlu23, координирующего 
деацилирующую молекулу воды и, таким образом, 
уменьшить скорость гидролиза. Однако на основании 
имеющихся данных совершенно точно установлено, 
что улучшение специфичности фермента по отноше­
нию к нуклеофилу приводит к увеличению β, поэтому 
эффекты от мутаций на участке связывания нуклео­
фила являются наиболее предсказуемыми. В работе 
[89] авторы добились значительного увеличения пара­
метра β за счет мутаций по остатку αArg145, который 
по данным рентгеноструктурного анализа взаимодей­
ствует с карбоксильной группой пенициллина в за­
крытой конформации и может также влиять на эф­
фективность связывания 6­АПК. Для изучения всех 
возможных эффектов от замены αArg145 был прове­
ден насыщающий мутагенез. Предварительные иссле­
дования реакций ферментативного синтеза ампицил­
лина в разбавленных растворах показали, что у всех 
19 мутантов возрастает способность к переносу ациль­
ной группы на 6­АПК. Далее были отобраны три наи­
более перспективных мутанта EcПА – αArg145Leu, 
αArg145Gly, αArg145Ser, и проведено детальное изу­
чение их кинетических параметров (табл. 5).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что удаление положительного заряда в позиции α145 
приводит к значительному увеличению нуклео­
фильной способности 6­АПК. Почти синхронное уве­
личение α наводит на мысль о том, что улучшение 
связывания нуклеофила (Kn

, см. схему выше), вы­
раженное в увеличении β, неизбежно ведет к улуч­
шению связывания продукта синтеза (K

p
, см. схему 

выше) и невозможно улучшить оба параметра сра­
зу. Однако негативное влияние α можно в какой­то 
степени нивелировать, если выводить ампициллин 
из реакционной среды. 

С целью уточнения влияния эффекта от замены 
остатка αPhe146, который, по данным рентгено­
структурного анализа, взаимодействует с метильной 
группой пенициллина при его связывании в откры­
той конформации и, в принципе, может оказывать 
влияние на связывание β­лактамного кольца 6­АПК, 
был произведен аналогичный мутационный анализ. 
Предварительные исследования реакций синтеза ам­
пициллина показали, что практически у всех 19 му­
тантов возрастает способность к переносу ацильной 
группы на 6­АПК, однако каталитическая активность 
падает по крайней мере на порядок, что не позволяет 
авторам более детально исследовать их синтетиче­
ские способности.

Ярким примером эффективности использования 
рационального дизайна для улучшения каталитиче­
ских свойств ЕсПА является работа [90]. Авторами 
были проведены анализ структуры и компьютерное 
моделирование связывания в активном центре EcПА 

ряда лигандов. Результаты моделирования показали, 
что мутация по остатку βPhe71 изменяет ориентацию 
субстрата и усиливает взаимодействие субстратов 
с оксианионным центром, поэтому следовало ожидать, 
что мутация по этому остатку может увеличить ката­
литическую активность пенициллинацилазы и изме­
нить стереоселективность, так же как и специфичность 
фермента по отношению к уходящей группе. Было 
получено четыре мутанта – βPhe71Lys, βPhe71Glu, 
βPhe71Leu и βPhe71Arg. Три мутанта показали более 
высокие каталитические характеристики при синтезе 
антибиотиков, а два мутанта – более высокую стерео­
селективность при разделении энантиомеров, однако 
эффект введения определенной аминокислоты для вы­
шеописанных процессов был противоположный. На­
пример, мутант с заменой βPhe71Leu имел наиболее 
высокие каталитические характеристики в синтезе ан­
тибиотиков, в то время как его энантиоселективность 
была почти на порядок хуже, чем у фермента дикого 
типа. Самый большой эффект увеличения энантиосе­
лективности наблюдался для мутанта βPhe71Lys, од­
нако его эффективность в синтезе антибиотиков была 
намного ниже по сравнению с мутантом βPhe71Leu. 
На основании полученных данных был сделан вы­
вод, что одновременное улучшение всех основных 
каталитических свойств фермента для использова­
ния в биокатализе вряд ли представляется возмож­
ным, и для решения конкретной задачи в зависимости 
от структуры субстрата необходимо проводить тонкую 
индивидуальную настройку фермента.

Получение пермутированного фермента
Еще один подход к изменению свойств фермен­
та – это получение так называемых пермутиро­
ванных ферментов. Как видно из рис. 4 и 5 в ПА из 
E. coli и A. faecalis n­конец α­субъединицы сближен 
с С­концом β­субъединицы, что позволяет получить 
пермутированный одноцепочечный фермент за счет 
соединения этих концов гибким спейсером. Создание 
такого одноцепочечного фермента позволит полу­
чать рекомбинантный фермент прямо в цитоплазме, 
в этом случае будут исключены стадии транспорти­
ровки белка­предшественника в периплазму и вы­
щепления межсубъединичного спейсера, которые, 
как было показано выше, являются основными при­
чинами низкого выхода фермента в существующих 
системах экспрессии ПА­G. В настоящее время 
для ПА­G известна всего одна работа по получению 
пермутированного фермента [91]. В качестве сшив­
ки была выбрана последовательность из четырех 
случайных аминокислотных остатков. Была создана 
библиотека мутантных клонов с геном пермутиро­
ванного фермента. В результате скрининга этой би­
блиотеки было найдено 20 клонов, продуцирующих 
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активный фермент, однако по величине специфиче­
ской активности все полученные варианты значи­
тельно уступали ферменту дикого типа.

Стабилизация AfПА за счет образования дисуль-
фидных связей
Как уже отмечалось выше, ПА из A. faecalis является 
одной из самых термостабильных среди известных 
пенициллинацилаз [20], и это свойство обусловлено 
наличием в структуре AfПА дисульфидной связи 
внутри β­субъединицы (рис. 5). Для дальнейшей ста­
билизации фермента было решено ввести дополни­
тельную дисульфидную связь [92]. Поскольку на мо­
мент проведения экспериментов (2006 г.) структура 
фермента еще не была определена, то авторы по­
строили модельную структуру методом гомологич­
ного моделирования на основе известной структуры 
EcПА. Для поиска возможных положений введения 
дисульфидной связи авторы использовали програм­
му MODIP. В результате компьютерного анализа 
модельной структуры программой было предложено 
32 варианта введения дисульфидной связи, из кото­
рых после дополнительного анализа авторы выбрали 
только два варианта – парные аминокислотные за­
мены αQ3c/βP561c и αt52c/αY64c. В случае первой 
пары замен должна была образоваться ковалентная 
связь между n­концом α­субъединицы и С­концом 
β­субъединицы (рис. 5, вставка), который практи­
чески не структурирован (рис. 5). В случае второй 
пары замен образующаяся дисульфидная связь 
должна была стабилизировать петлю, соединяющую 
две α­спирали. Анализ свойств полученных мутан­
тов показал, что введение точечных замен αGlu3cys 
и βPro561cys не влияло на скорость термоинакти­
вации, в то время как в случае двойной замены тем­

пература, при которой фермент терял 50% активно­
сти, за 20 мин возросла на 3оС – с 50 до 53оС. В случае 
второй пары замен термостабильность фермента 
не изменилась. Отсутствие эффекта стабилизации 
для второй пары замен позволяет предположить, 
что стабильность двух α­спиралей не является кри­
тической для общей стабильности белковой глобулы. 
Это предположение согласуется с последними дан­
ными рентгеноструктурного анализа, согласно кото­
рым эти α­спирали имеют дополнительные контакты 
со структурными элементами β­субъединицы.

ВыВоДы
Несмотря на большое количество работ по белковой 
инженерии пенициллинацилаз, проблема направлен­
ного изменения каталитических свойств и стабиль­
ности ПА еще очень далека от решения. Как видно 
из приведенных данных, на катализ влияют остат­
ки в радиусе 15–20 Å вокруг каталитического цен­
тра фермента. Поэтому задача детального изучения 
роли аминокислотных остатков в области активно­
го центра в катализе и субстратной специфичности 
и получение информации об их влиянии на кон­
кретные каталитические характеристики с теми 
или иными субстратами являются очень актуаль­
ными как с точки зрения практической биотехноло­
гии, так и с позиций фундаментальной науки. Можно 
надеяться, что выделение и изучение свойств пени­
циллинацилаз из других источников также позволит 
выявить основные закономерности во взаимосвязи 
структура–функция этого фермента. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант № 10-04-01334-а).
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