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Ацилазы глутарил7аминоцефалоспорановой
кислоты (Gl7ACA�ацилазы, КФ 3.5.1.93) – промыш
ленные ферменты, наряду с пенициллин ацилаза
ми, способные превращать цефалоспорины в цен
ные промежуточные соединения, используемые
для производства новых антибиотиков. Gl7АCA
ацилаза катализирует ферментативное превра
щение глутарил7аминоцефалоспорановой кисло
ты (Gl7АСА) в 7аминоцефалоспорановую кислоту
(7�ACA), при котором происходит расщепление
амидной связи с образованием глутарата и 7АCA [1]. 

7АСА может быть получена либо путем хими
ческого деацитилирования цефалоспорина С
(СPC), требующего использования токсичных
соединений и специальных условий инкубации
при сверхнизких температурах, или за счет энзима
тического превращения. Два типа цефалоспорин
ацилаз, а именно Gl7ACAацилаза и цефалоспорин
Сацилаза способны гидролизовать Gl7ACA и CPC
соответственно. Однако эффективность односта
дийных процессов получения 7ACA из СPC с при
менением цефалоспорин С ацилазы составляет
не более 5%. Гораздо более эффективны двуста
дийные процессы, при участии оксидазы Dами
ноксилот (DAO, КФ 1.4.3.3), степень конверсии
CPC в 7ACA составляет 80–90% [2–5]. 

Активные ферменты Gl7ACAацилазы явля
ются гетеротетрамерами, состоящими из 2α и
2βсубъединиц, которые формируются из одно
цепочечного полипептидного предшественника в
результате специфического процессинга белка
предшественника и характеризуются высокой ак
тивностью по отношению к Gl7АСА, при низкой
активности по отношению к цефалоспорину С [6].

Гены Gl7ACAацилаз выделены из различных
штаммов Pseudomonas, разработаны системы экс
прессии этих ферментов в клетках E. coli и Bacillus
subtilis, методы получения очищенных препара
тов Gl7ACAацилаз и их различных аналогов для
структурнофункциональных исследований и со
здания биокатализаторов [7–12]. В то же время су
ществующие методы получения рекомбинантных
Gl7ACAацилаз нельзя признать достаточно эф
фективными, что связано со сложной структурой
предшественника и недостаточной изученностью
закономерности процессинга и сборки функцио
нальноактивного тетрамера фермента [13, 14]. 

Нестабильность тетрамера белка при действии
мягких денатурирующих агентов, при умеренных
температурах, частичная инактивация фермента
под действием “сшивающих” агентов, осложня
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ют получение эффективных иммобилизованных
препаратов Gl7ACAацилаз [15, 16].

Несмотря на известные данные о лабильности
четвертичной структуры Gl7ACAацилазы [17],
нет работ, посвященных изучению межсубъеди
ничных взаимодействий как в димере Gl7ACA
ацилазы, так и в гетеротетрамере. В то же время
представляется очевидным, что знание законо
мерностей фолдинга фермента, сборки активного
гетеротетрамерного комплекса будут способство
вать рациональному дизайну и получению улуч
шенных аналогов Gl7ACAацилазы для создания
более стабильных биокатализаторов. 

В этой связи весьма актуальным является прове
дение исследований, направленных на углублен
ный структурнофункциональный анализ этого
фермента, и создание новых аналогов Gl7ACAаци
лазы, обладающих улучшенными физикохимиче
скими и ферментативными свойствами, повышен
ной стабильностью пространственной структуры,
устойчивостью к температурным изменениям, хи
мическим агентам, с использованием методов бел
ковой инженерии. 

Ранее нами была разработана система экспрес
сии Gl7ACAацилазы бактерии Brevundimonas
diminuta в виде гибрида с модифицированным хи
тинсвязывающим доменом хитиназы Bacillus circu:
lans – BrdGlA/NmChBD. Показано, что такая мо
дификация не препятствует процессингу и фолдин
гу рекомбинатного фермента, не снижает его
каталитическую активность и позволяет осуществ
лять эффективную аффинную очистку такого хи
мерного белка на хитиновых сорбентах [7]. 

Цель работы – изучение физикохимических и
энзиматических свойств BrdGlA/NmChBD, ис
следование некоторых особенностей процессов
формирования четвертичной структуры фермен
та, а также попытка получения изолированных
рекомбинантных субъединиц фермента с целью
создания модельной системы in vitro и рекон
струкции функциональноактивного тетрамера
Gl7ACAацилазы. 

МЕТОДИКА

Материалы. Эндонуклеазы рестрикции,
Т4ДНК лигаза, Taqполимераза, PfuДНКпо
лимераза – производства “MBI Fermentas”,
(Вильнюс, Литва); “Сибэнзим” (Новосибирск,
Россия), Микробиологические среды производ
ства “Difco” (США), “Novagen” (США), изопро
пилтиогалактозид (ИПТГ), CoCl2, реагенты для
электрофореза, другие реактивы – компании
“SigmaAldrich”, хитиновые гранулы для иммо
билизации белков, содержащих хитинсвязываю
щий домен – производства “New England Bio
labs” (США).

Штаммы микроорганизмов. Для конструирова
ния рекомбинантных плазмид использовали
штамм Escherichia coli XL1Blue [recA1 endA1
gyrA96 thi1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F’proAB
lacIqZΔM15 Tn10) (Tetr)] (“Stratagene”, США).
Экспрессию вариантов GL7ACAацилазы осу
ществляли в штамме E. coli BL21 (DE3) [15] [F,
ompT, hsdSB (rB, mB), dcm, gal, dcm (DE3)]
(“Novagen”, США).

ДНК�манипуляции и компьютерные программы.
Определение нуклеотидных последовательностей
ПЦРфрагментов и плазмид проводили путем ав
томатического секвенирования с помощью набора
ABIPrizm 3100 DNA Sequencer с использованием
набора Applera “Fluorescent Big dye Cycle sequen
cing kit” (“Life Technologies”, США). Нуклеотид
ные последовательности анализировали с помо
щью пакета программ Vector NTI8 “Life Technolo
gies”, США).

Конструирование вектора pMTV1. Для получения
плазмиды, направляющей в клетках E. coli синтез
гибридного белка αсубъединицы Gl7ACAацила
зы, слитой c хитинсвязывающим доменом, исполь
зовали плазмиду pSVH0108 сконструированную ра
нее [18]. Для этого с помощью праймеров CBDF
5'GGAAGATCTCATATGGGTGCACTTACGACA
AATCCTGGTGTA3' и A1R 5'ACCTCGAG
GAGCTCTAGCCCAGGGTACGGCCCGA3' на
матрице плазмиды pSVH0108 получали уникаль
ный ПЦРфрагмент размером 600 п.н., кодирую
щий ген ChBDα. Выделенный фрагмент гидролизо
вали совместно рестрикатазами NdeI/XhoI и встраи
вали в NdeI/XhoI вектор pET27b с образованием
плазмиды pMTV1. Скрининг на наличие инсерций
фрагмента, кодирующего ген ChBDα без неспеци
фических мутаций, проводили секвенированием
плазмидной ДНК pMTV1 с использованием прайме
ров Т7пром 5'TAATACGACTCACTATAGGG3' и
T7терм 5'CTAGTTATTGCTCAGCGG3'. 

Конструирование вектора pMTV3. Для присо
единения к кодирующей последовательности
βсубъединицы Сконцевой декагистидиновой
последовательности на матрице плазмиды
pSVH0108 [18] проводили ПЦР с праймерами
CBDF (см. выше) и C10 5'CGGAGCTCTCAG
TGGTGGTGATGATGGTGATGGTGATGGTGTG
GCTTGAAGTTGAAGG3'. Полученный фрагмент
размером 2300 п.н. после гидролиза рестриктазами
BamHI/SacI встраивали в BamHI/SacI вектор
pSVH0108. Полученная плазмида, направляющая
синтез гибридного белка Gl7ACAацилазы с присо
единенной Cконцевой олигогистидиновой по
следовательностью и Nконцевым хитинсвязы
вающим доменом, была обозначена pMTV3.

Условия культивирования штаммов. Штаммы
E. coli BL21 (DE3), продуцирующие различные
варианты BrdGl7ACA, выращивали, используя
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технологию “автоиндукции” на среде Overnight
Express TB при 30°C как описано [19]. 

Экспрессия и очистка рекомбинантных GlA10H
и ChBDα. Фракцию белка, полученную после
двухэтапного осаждения сульфатом аммония
(35% и 60% насыщения), наносили на колонку с
хитиновыми гранулами (1 × 2 см), уравновешен
ную в буфере Б (50 мМ фосфат натрия, рН 7.5, 1.0
мМ ЭДТА, 0.3%ный цетилтриметил аммоний
бромид, 2%ный глицерин, 2.0 М NaCl). Колонку
промывали 10 объемами буфера Б и элюировали
5 объемами буфера А. Полученную фракцию кон
центрировали ультрафильтрацией с помощью
центрифужных концентраторов Амикон Ultra15,
15 мл, NMWL 50000 производства фирмы “Milli
pore” (США). Очистку ChBDα проводили в анало
гичных условиях, минуя стадию фракционирова
ния сульфатом аммония. Для концентрирования
очищенного белка использовали центрифужные
концентраторы Амикон Ultra15, NMWL 10000
(“Millipore”, США). 

Выделение β�cубъединицы Gl7ACA�ацилазы.
100 мкг очищенного препарата рекомбинантной
GlA10H с концентрацией 2 мкг/мкл разводили в
10 раз в буфере, содержащем 8.0 М мочевину,
100 мМ имидазол, рН 7.5, выдерживали 12 ч при
комнатной температуре и наносили на центрифуж
ную миниколонку с Ni2+NTA сорбентом (“Viva
science”, Hannover, Германия), уравновешенную в
том же буфере. Колонку промывали три раза буфе
ром для нанесения и элюировали в буфере, содер
жащем 6.0 М мочевину, 500 мМ имидазол, рН 7.5.

Дифференциальная сканирующая калоримет�
рия. Анализ методом дифференциальной сканиру
ющей калориметрии проводили на дифференци
альном адиабатическом сканирующем микрока
лориметре ДАСМ4 (СКБ НП, Пущино, Россия) с
капиллярными платиновыми ячейками объемом
0.47 мл. Измерения проводили при скорости на
грева 1.0 градус в минуту в диапазоне температур от
20 до 100°С. Для предотвращения дегазирования
растворов при повышении температуры во всех
экспериментах в ячейках калориметра поддержи
валось избыточное давление в 2 атм. Базовую ли
нию записывали, помещая в рабочую и контроль
ную ячейки используемый в опыте буфер. После
охлаждения ячеек до 2.5°С из рабочей ячейки от
бирали буфер и помещали в нее препарат белка в
том же буфере. Для проверки обратимости тепло
вой денатурации исследуемых образцов каждый
образец подвергали повторному прогреву непо
средственно после первого прогрева и последую
щего охлаждения. Для обработки и анализа кривых
теплопоглащения изученных белков использовали
пакеты программного обеспечения “Оrigin 1.16” и
“Оrigin 6.0” фирмы “MicroCal Inc.” (США).

Определение температур плавления и значе
ний теплоемкости процесса проводили для ги

бридных белков BrdGlA/H и BrdGlA/NmChBD,
полученных ранее [7]. 

Ренатурация GlA10H и β�cубъединицы Gl7ACA�
ацилазы. 100 мкг очищенного препарата реком
бинантной GlA10H с концентрацией 2 мкг/мкл и
удельной активностью 15 MЕ/мг разводили в 10 раз
в буфере, содержащем 8.0 М мочевину, 50 мМ фос
фат натрия, рН 7.5, и выдерживали 16 ч при ком
натной температуре для денатурации фермента и
диссоциации его субъединиц. Денатурированный
препарат разводили в 15 раз в буфере для ренатура
ции (0.15 М NaCl, 50 мМ фосфата натрия, рН 7.5),
выдерживали 1 сут при комнатной темепературе и
определяли удельную активность фермента по
стандартной методике [20]. 

Для ренатурации βсубъединицы препарат, по
лученный путем очистки с помощью металлохе
латаффинной хроматографии, разводили в 15 раз
в буфере для ренатурации и выдерживали 1 сут при
комнатной температуре. При совместной ренату
рации с αсубъединицей, к разведенному в буфере
для ренатурации препарату βсубъединицы, добав
ляли 5кратный молярный избыток очищенного
препарата αсубъединицы. 

Определение зависимости активности Gl7ACA�
ацилазы от pH и действия денатурирующих веществ.
20 мкг образцов очищенных препаратов белка ин
кубировали в ацетатном, фосфатном или пирофос
фатном буфере в интервале pH от 4.5 до 9.0 в тече
ние нескольких минут при 37°C и использовали за
тем в реакции с субстратом – Gl7ACA. 

20 мкг образцов очищенных препаратов белка
инкубировали в натрийфосфатном буфере,
pH 7.5, содержащем различные концентрации гу
анидинхлорида (от 0.5 до 2.0 М) в течение 1 ч при
25°C и затем использовали в реакции с субстра
том – Gl7ACA.

Определение активности Gl7ACA�ацилазы. Для
определения глутарилацилазной активности ис
пользовали колориметрический метод, аналогич
ный методу, применяемому для определения 6ами
нопенициллиновой кислоты [21] с использованием
в качестве субстрата глутарил7АСА. За 1 ед. актив
ности фермента принимали его количество, необ
ходимое для превращения 1 мкмоль субстрата в те
чение 1 мин инкубации в оптимальных условиях.

Электрофорез белков. Белковые экстракты ре
комбинантных штаммов и фракции белков, полу
ченные на различных стадиях очистки рекомби
нантных аналогов BrdGL7ACA, разделяли методом
электрофореза в денатурирующем ДДСПААГ по
методу Лэммли [21]. Окраску гелей осуществляли с
помощью красителя PageBlue (“MBI Fermentas”,
Литва). Содержание общего белка определяли по
методу Брэдфорд [22].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Термостабильность рекомбинантных аналогов
BrdGlA. Исследование термостабильности полу
ченных ранее очищенных рекомбинантных анало
гов Gl7ACAацилазы, модифицированных присо
единением Сконцевой олигогистидиновой после
довательности и Nконцевым хитинсвязывающим
доменом, BrdGlA/H и BrdGlA/NmChBD соответ
ственно (рис. 1) [7, 18], проводили методом диффе
ренциальной сканирующей калориметрии.

Для обоих белков наблюдали появление трех
перекрывающихся пиков, соответствующих, ве
роятнее всего, отдельным калориметрическим
доменам. Области до и после пика соответствова
ли температурной зависимости теплоемкости на
тивного и денатурированного состояния фермен

та соответственно. Максимум температуры плав
ления BrdGlA/H составил 48.9°С (рис. 2а), в то
время как для BrdGlA/NmChBD мы наблюдали
значительное увеличение термостабильности.
Тепловой переход Tm смещался в сторону более
высокой температуры на 5.4°С и составил 54.3°С
(рис. 2б). Денатурация в обоих случая была необ
ратимой. 

Таким образом, повышение термостабильно
сти рекомбинантного гибридного фермента обу
словлено, скорее всего, стабилизирующим влия
нием Nконцевого хитинсвязывающего домена в
молекуле Gl7ACAацилазы.

В результате определения профилей зависи
мости энзиматической активности полученных
ранее рекомбинантных аналогов BrdGlA (рис. 1)
[7, 18] от pH было показано, что они не имели
значительных отличий для всех вариантов фер
ментов. В интервалах от рН 6.09.0 активность ме
нялась незначительно, но резко снижалась при
более низких значениях рН (рис. 3а), в соответ
ствии с полученными ранее литературными дан
ными для нативной Gl7ACAацилазы [23]. Такая
же картина наблюдалась и при определении чув
ствительности фермента к действию денатуриру
ющих агентов. Было показано, что присутствие
0.5 М гуанидинхлорида приводило к снижению
активности на 40%, а добавление гуанидинхло
рида до концентрации 2.0 М приводило к полной
инактивации фермента (рис. 3б). 

Таким образом, аналог Gl7ACAацилазы с при
соединенным Nконцевым ChBD [7] является
весьма перспективными для дальнейшего струк
турнофункционального исследования этого важ
ного фермента. 

Обнаруженная нами и другими авторами не
стабильность тетрамера фермента под действием
низких значений рН и денатурирующих агентов
обосновывает целесообразность получения мето
дами белковой инженерии более устойчивых ана
логов Gl7ACAацилазы за счет стабилизации ди
мердимерных взаимодействий. Для разработки
рациональных подходов к дизайну и получению
таких аналогов мы изучили особенности процес
сов сборки функциональноактивного фермента

BrdGlA T7
α СПП β

His6

3 концевых а.к. αсуб.ChBD

BrdGlA/H

BrdGlA/ChBD

BrdGlA/NmChBD
ChBD_m

β

β

β

α

α

α

СПП

СПП

СПП

T7

T7

T7

Рис. 1. Схема векторов экспрессии рекомбинантных аналогов BrdGlA. T7T7 – промотор, СП – сигнальная последо
вательность, α – кодирующая последовательность αсубьединицы, β – кодирующая последовательность βсубъеди
ницы, СПП – спейсерный пептид.
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из его отдельных субъединиц. Для решения этой
задачи были разработаны методы получения изо
лированных рекомбинантных субъединиц BrdGlA
и ренатурации фермента. 

Экспрессия субъединиц BrdGlA. При дизайне
конструкций для экспрессии α и βсубъединиц
BrdGlA учитывали данные предыдущих исследова
ний по экспрессии полноразмерной Gl7ACAаци
лазы, особенности пространственной структуры
нативного фермента и процессинга предшествен
ника Gl7ACAацилазы [13, 24]. 

Для получения рекомбинантной βсубъединицы
была сконструирована плазмида pMTV3, направля
ющая экспрессию гибридного белка GlA10Н, кото
рый является аналогом белка BrdGlA/NmChBD,
модифицированного присоединением декагисти
диновой последовательности к Сконцу βсубъ
единицы. Плазмида pMTV1 – вектор экспрессии

αсубъединицы, модифицированной присоедине
нием мутантного Nконцевого связывающего хи
тинсвязывающего домена (ChBDα) (рис. 4).

Выделение βсубъединицы осуществляли в де
натурирующих условиях с помощью металлохелат
аффинной хроматографии после диссоциации на
тивного фермента GlA10Н в буфере с 8.0 М моче
виной. В результате был получен препарат денату
рированной βсубъединицы, свободный от приме
сей αсубъединицы, который был использован в
опытах по ренатурации и реконструкции нативно
го фермента (рис. 5). Для очистки рекомбинантно
го белка ChBDα также использовали аффинную
хроматографию на хитиновом сорбенте.

Реконструкция BrdGlA в системе in vitro. Для
исследования возможности реконструкции
Gl7ACAацилазы из очищенных препаратов α и
βсубъединиц проводили эксперименты по рена
турации выделенной βсубъединицы. Предвари
тельно подбирали условия ренатурации денатури
рованного препарата GlA10Н. После инкубации в
буфере для ренатурации препарата, обработанного
8.0 М мочевиной, активность фермента восста
навливалась на 60% (рис. 6).

После ренатурации препарата βcубъединиц в
аналогичных условиях и добавления препарата
αcубъединицы активности не наблюдалось. Ес
ли перед ренатурацией к препарату βcубъедини
цы добавляли препарат αcубъединицы, актив
ность восстанавливалась на 10% в пересчете на
содержание βcубъединицы в исходном препара
те GlA10H (рис. 6). 

* * *

Полученные данные позволяют сделать вы
вод, что присутствие αcубъединицы необходи
мо для формирования правильной простран
ственной структуры βcубъединицы и образова
ния функциональноактивного фермента. Эти
данные соответствуют известным наблюдениям,
что раздельная экспрессия субъединиц Gl7ACА
ацилазы приводит к формированию функцио
нальноактивного фермента только при совмест
ной экспрессии субъединиц в одной клетке [14]. 

Таким образом, совокупность полученных дан
ных позволяет заключить, что формирование на
тивной пространственной конформации тетрамера
Gl7ACAацилазы, скорее всего, происходит в про
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Рис. 3. Исследование чувствительности рекомби
нантных аналогов BrdGlA/H (1), BrdGlA/ChBD (2),
BrdGlA/NmChBD (3) к pH (a) и действию гуани
динхлорида (б). Ось Y – удельная активность фер
мента, %.
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Рис. 4. Схема векторов экспрессии α и βсубъединиц BrdGlA.
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цессе синтеза и процессинга фермента и взаимо
действия вновь синтезируемых субъединиц.
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Peculiarities of the Brevundimonas diminuta Gl7ACA�Acylase 
Quaternary Structure Formation and Obtaining Stable 

Enzyme Analogues
S. A. Zakirovaa, T. V. Mikhailovab, and M. A. Eldarova, c
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b Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Moscow State University, Moscow
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Abstract—The physicochemical and enzymatic properties of hybrid analogues of the Brevundimonas
diminuta Gl7ACA�acylase (BrdGlA), containing the N�terminal chitin�binding domain of the bacterial
chitinase (BrdGlA/NmChBD) or the C�terminal oligohistidine sequence (BrdGlA/H), were studied. An
enhanced thermostability level of BrdGlA/NmChBD could suggest the stabilizing effect of the chitin�bind�
ing domain. An analysis of pH profiles of the enzymatic activity of recombinat BrdGlA analogues did not
reveal significant differences: the catalytic activity of both variants changed slightly in the interval of pH val�
ues from 6.0 to 9.0 but drastically decreased at lower pH values. Both analogues demonstrated similar sensi�
tivity towards denaturing agents: addition of 2.0 M of guanidine chloride resulted in the complete inactivation
of both enzymes. A scheme was developed for obtaining isolated recombinant α� and β�subunits of BrdGLA.
In vitro enzyme reconstructions indicated that the α�subunit was necessary for the formation of a correct spa�
tial structure of the β�subunit and for the formation of a functionally active enzyme.
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