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Очищенная до гомо։«иного состояния никломальтодскстрин глюканогрансфсраза 
(ЦГТ. КФ 2.4.1.19) из Bacillus halophilus И НМИА-3849 были подвергнута 
фотоииакгиваияи и модифицированию дютипиирокарбояатом н присутствии салицина, 
зкарбозы и полимера р-цмкподекстрина (ЦД). Установлено, что ո каталитическом 
акте ЦГГ существенное участие принимают карбоксильная и две имидазольные группы 
гистидина, которые выполняют роль нузд<чхрилыю*элскгр0филы1оГ< пары.

Bacillus halophilus ԻՆՍԻ1Ի3849 շտամի մինչև համասեռ վիճակ մաքրված 
ցիկլոմալտոդեքստրին գ|յուկանոտրանսֆերազը (SQS, ՖԿ 2.4 1 19) ենթարկվել է 
ֆոտոինակտիվացիայի և զիէթիլպիրոկարթոնատով մոդիֆիկացիայի սալիցինի, ակարբոզի 
և ի-ցիկ[Ո(՚,երւաւրի(յի (31) պւդիսերի ներկայությամբ: Հասւոսոովեյ Է. որ ՑԶՏ-ի կատայիտիկ 
ակտում Էական նշանակություն ունեն հիստիդինի կարբօքւփլ և երկու իմիդազոլ խմբերը, 
որոնք կատարում են նուկլեոֆիլ-էլեկտրոֆիյ զույգի հեր:

The photoinactivation and modification by diethylpyrocaibonate of the homogeneous 
cyclomaltodexlrin glucanowansfcrasc (CGTa.sc. EC 2.4.1.19) produced by Bacillus halophilus 
INM1A-3849 have been developed in the presence of salicin, acarbosc mid p-cyclodextrin 
(CD) polymer. Ihc cartxjxyl and two imidazole groups of histidine, playing the role of 
nucleophilic-clcctjophilic pair, are very' important in the catalytical action of CGTase.

Bacillus halophilus - циклолимьпюдскстрин глюканотрансфераза - 
диэтилпирокарбонат

Активный центр цикломальтодекстрин глюкан огра нс<]>с раз (ЦГГ. 
КФ 2.4.1.19) состои т из двух отдельных участков - акцепторного и донорного 
|2,3,6,13) и имеет большую гомологию с а-амилачами 112,14,16,18]. 
Аналогично а-амилазам ЦГТ состоит из четырех глобулярных участков, 
из которых А и В идентичны таковым «֊амилаз, в то время как участки С 
и D являются характерными только для ЦГТ |19,23|. В циклизации 
мальтоолигосахаридов важную роль играет СООН-концевой участок 
фермента [17.26,27], однако немаловажное значение имеет и NH,-участок 
ИЗ).

Необходимым условием для циклизации является взаимодействие 
субстрата с обоими участками одновременно |5].

В развитие наших предыдущих работ, касающихся характерных 
особенностей новых ЦГГ из галофильных бацилл |3,5], в настоящей статье 
обобщены результаты изучения активного центра ЦГТ Bacillus halophilus 
ИН М ИА-3849 методами фотоокислсния и модифицирования диэтилпи
рокарбонатом (ДЭПК).
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Материал и методика. В качестве продуцента ЦГ1 использовали культуру В.Ьа1орИНи.ч 
ИНМИА-3849, выращивание которой осуществляли по ранее описанной 
методике 13}.

Очистка фермента и его основная характеристика описаны в предыдущей работе |3|.
Фотоокислснис ЦГГ осуществляли при разных значениях pH и температуры в 

присутствии 25 мк.М метиленовой сини при 20*. освещая пробы лампой дневного света 
мощностью 150 Вт на расстоянтп։ 10 см Контролем служили пробы с той же концентрацией 
фотосеисибклизатора, находящиеся в темноте, а также образцы, освещавшиеся чем же 
источником света, во в отсутствие метиленовой сини (8,9].

Модификацию ДЭПК осуществляли по метолу Майлза (24| Для этого к 20.2 мкМ 
(1,13 мг/мл) раствора ЦГГ в 0,02 М фосфатном буфере. pH 0.2, содержащем ! мМ СаС1. 
добавляли 100-кратный молярный избыток ДЭПК н абсолютном этаноле и регистрировали 
прирост поглощения при 240 нм. характеризующий образование \ этоксиформилимидазола.

В экспериментах в присутствии эффекторов концентрации салицина и акзрбозы 
равнялись 5 мМ. а количество полимера р-ЦД - 2 мг/мл. ,(ля расиста числа молкфкищюнлнных 
остатков использовали коэффициент молярной экстинкции К-к:цкЗ:локсип։стилит, равный 
3200 М՜’ см 1 (25), по формуле (29):

л = дА^ /1 20.2 • 10* ֊ 3200 .
где ДА^ - это (А2Ме1։л, - А24абс։ЦГГ)] через 40 мин; 1.0 - ширина реакционней 

ячейки, см; 20,2 • 10՜* молярная Концентрация ЦГТ.
Реактивацию модифицированной ЦП осуществляли добавлением 0.5 М раствора 

гилрокентамина (pH 7,0).
Циклизирующую активность ЦГГ определяли мстилоран.+.-мхтьтотриозпым методом 

[22). За единицу активности принимали количество фермента, которое продуцировало I мкмоль 
ЦД в 1 мин в условиях экспсримогта. Декстринизирующую активность определяли согласно 
описанному .методу |4| За единицу активности принимали количество фермента, которое за 
10 мин в заданных условиях реакции конвертировало 50Й крахмала

а-ЦЦ специфическую активность идентифицировали с применением метилоранжа |20| 
Реакционную смесь (3 мл), содержащую 0.6 мт 5%֊мою крахмала в 0.05 М фосфатном буфере 
(pH 7,0), 0,1 мл I мМ метилоранжа п том же буфере, 2 мл того же буфера н 0.3 мл фермент него 
раствора, микшировали при 40' в течение 10 мин Реакцию останавливали добавлением 
0,15 мл 6Н НС, оставляли при 15-16* в течение 30 мин; экстинкцию определяли на 
спектрофотометре СФ-46 при 505 нм.

Р-ЦД специфическую активность определяли по известному методу с применением 
фенолфталеина (28), количества различных Ц, I методом ВЭЖХ п ранее описанных условиях 
(3]. Белок определяли по Лоури 121]» используя БСА в качестве станларг.т

Приготовление полимера р-ЦД проводили согласно ранее описанному методу |1]
В работе использовали крахмал. ДЭПК и ЦД производства “$егта' (Германия). сали

цин - “Айпей” (США), акарбоэу - "Bayer" (Германия), а также реактивы отечественного 
производства.

Результаты и обсуждение. 1. Фотоокисленне функциональных групп 
ЦГТ в присутствии .метиленовой сини. Типичной реакцией на имидазольную 
группу гистидина является ее фотоокислснис в присутствии метиленовой 
сини, играющей роль фотосенсибилизатора |9|. Фотоокислснис приводит 
к разрыву гетероцикла имидазола и инактивации фермента. Результаты 
экспериментов показали, что ПГТ подвергается интенсивной 
фотоинактивации (рис.I). С увеличением pH. т.с. с уменьшением 
концентрации Н*-ионов в С])едс, скорость фотоинактивацпи возрастает, 
что свидетельствует о присутствии имидазольной группы гистидина, 
которая, как известно, выполняет роль “ловушки” протонов [7]. Такими 
свойствами ни фенольное кольцо гирозина, ни индольная группа 
триптофана, которые также способны фотоокис пяться. но с меньшей
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Рис. 1 .Инактивация ЦГТ В.Ьа!орНПиз ИНМИЛ- 
3849 фотоокислснисм при различных pH. 1 - без 
метиленовой сини о темноте при pH 7,0; 2 - с 
метиленовой синью на свету; 3 - инактивация при 
pH 5,0; 4 - pH 6,0; 5 - pH 7,0; 6 • pH 9,0.

Рис.2. Изменение 1о[Ео]/1Е) во времени. [Ео] 
и [Е] - исходная и в данный момент времени 
процентная концентрации фермента 
соответственно, определяемые по начальной 
скорости реакции.

скоростью, нс обладают [10,11|.
При высокой концентрации 

в среде Н'-ионов имидазольная 
группа положительно заряжена, 
что является препятствием для 
отдачи электронов под действием 
<|х>тонов света. С увеличением pH 
среды имидазольная группа отдаст 
протоны, пропорционально растет 
скорость фотоокислсния группы. 
Зависимость lg[EoJ/[E| от времени 
т является линейной (рис.2) и 
процесс фотоинактивации отно
сится к реакции первого порядка. 
При этом точка пересечения 
прямых на кривой lgk=f(pH) нахо
дится при pH 6,3, соответствую
щей рК имидазольной группы.

Выявлено также, что с уве
личением температуры рК, возрас
тает (табл.1).

Воспользовавшись этими 
данными, из кривой зависимости 
рК,от 1/1՜ мы рассчитали теплоту 
ионизации искомой группы. Она 
равнялась 7270 ՛ 200 кал/моль и 
соответствовала теплоте иониза
ции имидазольной группы гисти
дина.

Таблица 1. Изменение рК, активной группы ЦГТ B.halophilus И ИМ ИА-3849 н 
зависимости от температуры при фотоокисленни

Температура. К рК;

293 5.5
303 5,7
313 5.8
318 W 1

2. Модификация имидазольной группы гистидина с помощью ДЭН К. 
Для подтверждения предположения о возможности участия имидазольной 
группы в каталитическом акте ЦГТ было исследовано влияние ДЭПК на 
активность фермента. Выявлено, что зтоксикарбопилированис этой группы 
приводит к быстрой инактивации ЦГТ (рис.З). Однако данный эффект, 
возможно, Связан также с реакцией фенольной группы тирозина и/и ли с 
е-МЦ-группой лизина, а также индольным кольцом триптофана и 8Н- 
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группой цистеина |7]. Поэтому шя 
точного установления причин 
инактивации фермента были сняты 
спектры поглощения модифициро
ванного фермента при различных 
значениях длины волны, так как 
известно, что образование карбэто- 
ксигистидина приводит к увеличе
нию поглощения при 242 нм, а более 
медленная модификация фенол ыюго 
остатка тирозина - к уменьшению 
поглощения при 278 нм |11]. Из 
полученных нами результатов видно, 
что ДЭПК модифицирует преиму
щественно ими (азольное кольцо 
гистидина, хотя имеет место также 
медленное окисление фенольного 
остатка тирозина (рис.4).

Известно также, что если 
инактивация фермента обусловлен;-; 
этоксикарбонилированисм имида
зольной группы гистидина, то с 
помощью деацилирования гидр 
оксиламином можно осуществить 
реактивацию [71. что не наблюдается 
при модификации ЯН-группы нис- 
тсина и с №Н „-группы личина R 
нашем случае специфичность ДЭПК 
к имидазольной группе подтвержда
ется тем, что гидроксилами и реак
тивирует ЦГТ примерно на 75% 
(рис.З). Следует отметить, что при 
модификации снижаются одновре
менно как декстринизирующая, так 

и циклизируюшая активное!и.
Установлено также, что глю

коза, мальтоза, мальтотриоза и 
салицин являются конкурентными 
ингибиторами для изучаемого фер
мента, приводящими к уменьшению 
никлизируюшей, но увеличиваю
щими декстринизирующую актив
ности. В их присутствии V 
реакции нс меняется, однако зна
чение К увеличивается с повы- »1 • 

Рис.З. Динамика инактивации ЦГТ при 
модификации ее с помощью ДЭПК. Стрелка 
указывает на начало реактивации под 
действием гидроксилам ина.

Рис.4. Изменение спектров поглощения 
ЦГТ под действием ДЭПК.(20,2 мкмоль ЦГТ; 
2,5 мМ ДЭПК; pH 6,2, 2О‘). 1 - через 10 мин: 
2 - 20 мин; 3 - 40 мин.

Рис.5. Изменение оптической плотности 
раствора ЦГТ при 240 нм а зависимости ог 
продолжительности действия ДЭПК. (20,2 
мкмоль ЦГТ; 2,5 мМ ДЭПК; pH 6,2; 30‘)- 1 - 
только ЦГТ; 2 - ЦГТ с 5 мМ салицином; 3 - 
ЦГТ с 5 мМ акарбозой; 4 - цгт с 5 мМ 
салицином и 5 мМ акарбоэой; б - ЦГТ и 
сочетании с 2 мг/мл полимера |>-ЦД.
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шснием их концентрации в среде. С другой стороны, в присутствии 
акарбозы происходит одновременное уменьшение значения как У|1։, так 
и К (табл. 2). т.е. акарбоза является бесконкурентным ингибитором. 
На основании лого салицин, акарбоза и полимер 0-ЦД были применены 
в качестве защитных агентов при модификации. Показано, что применение 
только салицина не дает никакого эффекта, в то время как полимер р- 
ЦД. а также акарбоза и сс смесь с салицином несколько уменьшают 
степень этоксиформилирования (рис.5).

Таблица 2. Влияние различных ингибиторов на ЦПязную активность

Ингибитор/ 
э<|м]:«ктор

Тип 
ингиби
рования

к., 
мг/мл

крахмала

Ч™.. 
мг/мии 
во крах
малу

Диспро
порций-
ипрова

нне

Модификация с помощью 
дэик

модифи
цирован
ные п<с- 
ГИ.ТИЛО- 

г.ые 
остатки

защищен
ные ГИС- 
вшило 

ьие
ос тачки

сеялоч
ная актив 

и ость, 
%

Без добавок •• 2.50 0,660 4. 8 0 21.0
Глюкоза КОПКУРС1 ГТ 2.45 0,660 75 0 22,0
Мальтоза конкурент. 2,43 0.662 ♦4-4- 7,9 а 24,1
Мальтотрнсзл конкурент 2.43 0,662 -++■ 7,8 0 25.0
Салицин конкуреггт. 2.42 0.660 -+Ч-4Н- 5,0 0 30,0
Акарбоза бссконк. 0.30 0,092 ± 7,0 ։ 50.0
Полимер нс оврс- нс опрс нс спрс ПС опрс
|МЦ1 цел ял и дел ял и дел ял и лсляли 6.0 л 

* 95.0
Акарбоза+ не аире- нс онре- нс otipe- не аире-
салицин лсляли лсляли лсляли лсляли 5,9 2 97.0
Акарбоза+ нс опрс- НС UIIJV- вс онри- НС опрс-
я-цд лсляли лсляли лсляли лсляли 6.0 > 95.3

Примечание: ( + ) - слабое диспропориионированис. (±) - некоторое подавление
лиспропррциопярующсй активности.

При этом если в присутствии салицина, как л без него, 
модифицируются 8 остатков гистидина, то при акарбозе и ее смеси с 
салицином - 7 и 6 остатков соответственно (рис.6). т.е. они способны 
защищать 1 и 2 имидазольные группы гистидина соответственно.

Защитный эффект 2-х гистидильных групп достигается также при 
применении |5-ЦД с акарбозой и полимера |5-ЦД. Если после 
модификации с помощью ДЭН К ЦГГ сохраняет всего около 2.1 % исходной 
активности, то в случае с салицином - около 30%, акарбозой 50%, 
комбинацией акарбоза + салицин - 97,0%. полимером |М1Д - 95% трис.7). 
т.е. существует прямая связь между защищенными гистидиловыми 
остатками и остаточной активностью ЦП (рис.8). Два гистидиловых 
остатка, защита которых приводит к сохранению активности, могут быль 
расположены в активном центре ЦП՜.

Таким образом, тот факт, что салицин, связывающийся с 
акцепторным центром, сам ио себе нс защищает гистидиловые группы 
при модифицировании ЦП'с помощью ДЭПК. а в сочетании с акарбозой, 
которая защищает I гистидиловый остаток, защищает 2 такие группы.
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подтверждает ранее сделанное 
предположение о присутствии в 
активном центре ПГТ донорного и 
акцепторного участков |2.3.6|.

Тог факт, что зашита одного 
гистидилового остатка при модифици
ровании ЦГТ с помощью ДЭПК на 
50% сох|хшяст исходную спсиифичес - 
кую активность, а двух до 97.0%. 
указывает на то. что и каталитическом 
акте ЦГТ важную |нзль играю։ два 
гистидиловых остатка, которые, 
видимо, локализованы в донорном 
ПОДЦСНТрС. При этом в каталитичес
ком акте могут участвовать или оба 
остатка однон|х? мен но. или же только 
один из них. В последнем случае, 
когда донорный подцентр не нахо
дится в акцепгорно-И1»луии|хж։ниой 
конформации, акарбоза может вза- 
имодсйствовать с ним двумя тинами 
эквипотенциальной связи, но при 
каждом из них защищался бы только 
один гистидиловый остаток. В при
сутствии акцептора акарбоза может 
связываться одним единственным, 
более эффективным путем, приво
дящим к защите обоих гистидиловых 
остатков в активном центре и 
сохраняющим полную фермента
тивную активность при молифи 
нации, т.с. акцепторный центр имеет 
предварительно связывающую функ
цию, приводящую к изменениям 
конформации всего активного центра 
и ориентирующую свя ։ыванне донора 
в положении, необходимом для 
ТрВНСГЛ И КОЗИ Л И ровпн и я.

Вероятно, в каталитическом 
центре ЦГТ карбоксильная и ими
дазольная группы выполняют роль 
нувдеофнльно-электрофильном пары, 
иод действием которой и|юис.ходит 
Электронов к имидазольной группе и

Рис.6. Опродолочип тис1идилопых 
ОСТАТКОВ ■ модифнцироп.тной ЦГТ через -10 
мим при 30*. Условии см. па рис.4 и в тексте. 
1 • юлько ЦГТ; 2 • ЦГТ с 9 «М салицином. 3 - 
ЦГТ с 5 мМ якврвозпи, •» - ЦГТ с 3 мМ 
салицином и 5 мМ ажарбозой; 5 • ЦГТ и 
со**о1ании о 2 мг мл полимером |1 -ЦД

Рис.7. Остаточная эктианоегь ЦГТ через 
40 мин модификации при 30'. Условия см. 
из рис.4 и а тексте. I - ЦГТ только (20,2 
мкмоль); 2 - ЦГТ с салицином (5 мМ); 3 - 
ЦГТ с акарбозой (5 мМ>; 4- ЦГТ с салицином 
(5 мМ) и асарбозой (5 мМ|; 5- ЦГТ с 
полимером р-ЦД (2 мг/мл).

Рис.8 Зависимость олтлючной 
активности ЦГТ от •оличоствл этоксиформнл- 
гистидилоаыхостатков Данные пересчитаны 
от кривой I рисунка б.

ирын связи С-0 с опяпшанмем 
; уходом сп карбоксила
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ПЕРЕНОС И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ФЕП-КАРБОКСИЛАЗЫ 
ESCHERICHIA COLI В КЛЕТКАХ КОРИНЕФОРМНЫХ БАКТЕРИЙ

Н.А. ОГАНЕСЯН, М.Г. ГЕВОРКЯН, М.Б. ЧИТЧЯН, ЭЛ. АГАБЕКЯН, 
Г.Г. ОГАНЕЗОВА, С.В. КАЖОЯН, Н.С. АВЕТИСЯН, В.А. САКАНЯН

НИИ "Биотехнология". 375054, Ереван

Сконструирована гибридная п.тчп .га рРСб. содержащая ген ФМ1- 
ёШшёёасй Escherichia соН и способная реплицироваться ո клетках коринеформиых 
бактерий. Методом электропорации получены трансформанты Brvvihadcrium/luvurn и 
Brevibacterium lectofermentum, содержащие плазмиду рРСб. В клетках полученных 
трансформантов активность ФНЬкэрбоксилазь՛ повышается почты и два раза. В 
условиях фермшпаиии штамма Н lactojermentum 150/рРСб наблюдается низкий уровень 
сегрегационной стабильности плазмиды рРСО Лизиисшпсзируюшая актииность 
рекомбинантного штамма 150/рРС6 сохраняется на уровне синтеза лизина ро.штсльским 
пггаммом.

Կառուցվել է рРСб հիրրիղային պլազմիղր, որը կրում է E. colt-\\ ՖեՊ-կարթււքսիլաղի 
գենըևրնղանակ է կրկնօրինակվել կորինեբակտերխօնԵրի բջիջներում՛ էլեկտրապորացիայի 
եղանակով ստացվեւ են B. flavufn-ի և B.lactofermcntum ի рРСб պլազմիւ՝, պարունակող 
տրանսֆորմանտնևր Ստացված տրանսֆորմանտների բջիջներում ՖեՊպարբոքսիլազի 
ակսփվուր|ուն[ւ բարձրացել է երկու անգամ Ֆերմենտացիայի պայմաններում 
B.lacfofeimantum ^ 150/рРС6 շտամի рРСб պւագմիղի սեգրեգացիոն կայւ ււնությունը ցածր 
է: BJaciofermentum ի 150/рРС6 ռեկոմբինանւո շտամր լիցին սինբեգելո անակուրյամբ չէ՝ 
տարբերվում ծնողական ձևից:

The hybrid plasmid рРСб was constructed. The plasmid contacted the PEP-caiboxy- 
bse gene of F. coli and was able io replicate in coryncform bacteria By electroporation method 
the transibnnanLS of B.pavnm and B.lactofcmentum strains with the plasmid рРСб were ob
tained. The PEP-carix>xylasc activity tn coryncform transformants was increased twice \t 
fermentation processes the segregation stability of the plasmid рРСб in cells оГ В. lactofementum 
strain 150/рГС6 was low. The level of lysine synthesis in the recombinant strain 150/pPC6 
was not changed
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