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Ââåäåíèå
Îðãàíîôîñôàòãèäðîëàçà (ÎÐÍ, EC 3.1.8.1) ÿâëÿåò-

ñÿ êëþ÷åâûì ôåðìåíòîì â ïðîöåññå áèîäåñòðóêöèè
ôîñôîðîðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé (ÔÎÑ), ê ÷èñëó êîòî-
ðûõ îòíîñÿòñÿ ïåñòèöèäû, øèðîêî ïðèìåíÿåìûå â
ñåëüñêîì õîçÿéñòâå, è áîåâûå îòðàâëÿþùèå âåùåñòâà
(çàðèí, çîìàí, Vx) [1]. Èçâåñòíî, ÷òî ÔÎÑ îáëàäàþò
íåéðîòîêñè÷íûì äåéñòâèåì ñ ñèëüíûìè êóìóëÿòèâ-
íûì è ìóòàãåííûì ýôôåêòàìè [2]. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ â ìèðå àêòèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ ìåòîäû áèîëî-
ãè÷åñêîé äåòåêöèè è äåãðàäàöèè ÔÎÑ, â òîì ÷èñëå ñ
ïðèìåíåíèåì ÎÐÍ [3].

Ñîçäàíèå âûñîêîýôôåêòèâíîé ñèñòåìû ýêñïðåññèè
ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, êîäèðóþùåé ñèíòåç ðåêîì-
áèíàíòíîé OPH, îáåñïå÷èëî ïîëó÷åíèå ôåðìåíòà â
áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ (12 ìã èç 1 ã êëåòîê) â êëåòêàõ
E. coli DH5α ïðè 30°Ñ è 0,2 ìÌ ÈÏÒÃ [4]. Äëÿ âû-
äåëåíèÿ è î÷èñòêè ôåðìåíòà ñ èñïîëüçîâàíèåì õðî-
ìàòîãðàôè÷åñêèõ íîñèòåëåé áûëè ñîçäàíû ãåíåòè÷åñ-
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Ðàçðàáîòàíû íîâûå ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, êîäèðóþùèå ñèíòåç ãèáðèäíûõ áåëêîâ, îáëà-
äàþùèõ îðãàíîôîñôàòãèäðîëàçíîé àêòèâíîñòüþ è ñâîéñòâàìè àíàëîãà çåëåíîãî ôëóîðåñ-
öåíòíîãî áåëêà ñ pH-÷óâñòâèòåëüíîé ôëóîðåñöåíöèåé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàê-
ñèìàëüíîãî âûõîäà ãèáðèäíûõ áåëêîâ â ðàñòâîðèìîé àêòèâíîé ôîðìå â êëåòêàõ E. ñoli  íå-
îáõîäèìî 0,1 ìÌ èíäóêòîðà áèîñèíòåçà è 10 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå èíäóêöèè ñèíòåçà
áåëêîâ. Äîñòèãíóòûé óðîâåíü ñèíòåçà îäíîãî èç íîâûõ áåëêîâ â ðàñòâîðèìîé àêòèâíîé ôîð-
ìå îêàçàëñÿ â 2–25 ðàç âûøå âûõîäîâ â ðàñòâîðèìîé ôîðìå ãèáðèäíûõ áåëêîâ-àíàëîãîâ,
èçâåñòíûõ èç ëèòåðàòóðû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îðãàíîôîñôàòãèäðîëàçà â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ
áåëêîâ îáëàäàåò õàðàêòåðèñòèêàìè (ðÍ-îïòèìóì äåéñòâèÿ, òåðìîñòàáèëüíîñòü, ñóáñòðàòíàÿ
ñïåöèôè÷íîñòü è êàòàëèòè÷åñêàÿ ýôôåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ), îòëè÷íûìè îò ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ õàðàêòåðèñòèê, èçâåñòíûõ äëÿ íàòèâíîãî ôåðìåíòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ çåëå-
íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî áåëêà, íàõîäÿùåãîñÿ â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ áåëêîâ, çàâèñèò îò pH ñðå-
äû àíàëîãè÷íî èíäèâèäóàëüíîìó áåëêó. Íà ïðèìåðå îäíîãî èç ãèáðèäíûõ áåëêîâ ïîêàçàíà
âçàèìîçàâèñèìîñòü åãî ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê è OPH-àêòèâíîñòè, ïðîÿâëÿþùåéñÿ
â ðåàêöèÿõ ãèäðîëèçà ôîñôîðîðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: îðãàíîôîñôàòãèäðîëàçà, çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, ãèáðèä-
íûå áåëêè, ôîñôîðîðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ.

êèå êîíñòðóêöèè, êîäèðóþùèå ñèíòåç ôåðìåíòîâ, ñî-
äåðæàùèõ ãåêñàãèñòèäèíîâûå (His6-) ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè íà N-êîíöå (His6-OPH) [5] èëè Ñ-êîíöå (OPH-
His6) [6] ìîëåêóëû áåëêà. Ôåðìåíòû áûëè óñïåøíî
âûäåëåíû ñ ïîìîùüþ ìàêðîïîðèñòûõ íîñèòåëåé íà
îñíîâå ïîëèàêðèëàìèäíîãî (ÏÀÀ) êðèîãåëÿ, ìîäèôè-
öèðîâàííîãî èìèíîäèóêñóñíîé êèñëîòîé (ÈÄÊ) è çà-
ðÿæåííûõ èîíàìè Co2+ [7]. Ïðè ýòîì áûëî ïîêàçàíî,
÷òî êàòàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ ôåðìåíòîâ èçìåíèëèñü ïî ñðàâíåíèþ ñ OPH [6,
8–9].

Èññëåäîâàíèÿ ñèíòåçà His6-OPH â êëåòêàõ E. coli
ïîêàçàëè, ÷òî äî 50% áåëêà îáðàçóåòñÿ â íåðàñòâî-
ðèìîé íåàêòèâíîé ôîðìå, â ðåçóëüòàòå åãî âûõîä îêà-
çàëñÿ ñíèæåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåðìåíòîì OPH
áîëåå ÷åì â 2 ðàçà [10]. Îäíàêî íàëè÷èå òàêîé ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòè çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò ïðîöåäóðó
âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè áåëêà.

*Ìåäèöèíñêèé  êîëëåäæ Àëüáåðòà Ýéíøòåéíà, êàôåäðà àíàòîìèè è ñòðóêòóðíîé áèîëîãèè (ÑØÀ).
.
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Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ óâåëè÷åíèÿ âûõîäà ðàñòâîðè-
ìîé àêòèâíîé ôîðìû áåëêà ìîæåò áûòü èñïîëüçî-
âàí “ãèáðèäíûé ïàðòíåð”, ò.å. áåëîê, ñâÿçàííûé ñ
öåëåâûì ïðîäóêòîì ñïåéñåðîì èç íåñêîëüêèõ àìè-
íîêèñëîò [11–12]. Ãèáðèäíûé ïàðòíåð ñèíòåçèðóåòñÿ
ðàíüøå öåëåâîãî áåëêà, ïðîõîäèò ïðîöåäóðó ôîëäèí-
ãà è óäåðæèâàåò öåëåâîé ïðîäóêò â ðàñòâîðåííîì
ñîñòîÿíèè. Êðîìå òîãî, â äàííîì ñëó÷àå ðàáîòàåò
ïðèíöèï èíãèáèðîâàíèÿ ïðîöåññà ñîâìåñòíîé àãðåãà-
öèè áåëêîâ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå ãèáðèäíîãî ïàðòíå-
ðà äëÿ ðàçëè÷íûõ öåëåâûõ áåëêîâ ÷àñòî èñïîëüçóþò
çåëåíûé ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê (GFP), ÷òî ïîìèìî
óâåëè÷åíèÿ âûõîäà ðàñòâîðèìîé ôîðìû öåëåâîãî
áåëêà ïîçâîëÿåò ïðèäàòü åìó äîïîëíèòåëüíûå ñâîé-
ñòâà [13]. Â ðÿäå ðàáîò áûëî îïèñàíî ñîçäàíèå ãèá-
ðèäíîãî áåëêà GFP-ÎÐÍ, â êîòîðîì ìîëåêóëû GFP è
OPH áûëè ñîåäèíåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èç ïÿòè
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (-(Asp)4-Lys) [13–14], à
òàêæå àíàëîãè÷íîãî ãèáðèäíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî
His6-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íà N-êîíöå ìîëåêóëû [15].
Íåñìîòðÿ íà ïîïûòêè îïòèìèçàöèè óñëîâèé áèîñèíòå-
çà äàííûõ áåëêîâ àâòîðàì íå óäàëîñü ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èòü âûõîä èõ ðàñòâîðèìîé ôîðìû [16].

Âìåñòå ñ ýòèì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ñâÿçêå ñ
GFP êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü OPH ñîõðàíÿåòñÿ.
Ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíöèÿ GFP â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ
áåëêîâ áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè OPH, ÷òî äàâàëî ðàçðàáîò÷èêàì òàêèõ ãèáðèä-
íûõ áåëêîâ âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ
î÷åíü ìàëûõ êîëè÷åñòâ ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà â
àíàëèçèðóåìûõ ñðåäàõ ïî ôëóîðåñöåíöèè.

Èñïîëüçîâàíèå âìåñòî GFP åãî pH-÷óâñòâèòåëü-
íîãî àíàëîãà – áåëêà deGFP4 [17] – ìîãëî ïîçâî-
ëèòü êîíòðîëèðîâàòü ñèíòåç ãèáðèäíîãî áåëêà è ïðî-
âîäèòü îöåíêó ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ OPH â ðå-
àêöèÿõ ãèäðîëèçà ÔÎÑ, ïðîòåêàþùèõ ñ èçìåíåíèåì
pH ñðåäû ââèäó âûäåëåíèÿ êèñëûõ ïðîäóêòîâ. Áå-
ëîê deGFP4 îáðàòèìî èçìåíÿåò ôëóîðåñöåíòíûå
ñâîéñòâà â çàâèñèìîñòè îò èçìåíåíèÿ pH ðàñòâîðà.
Òàêèì îáðàçîì, ïîìèìî óâåëè÷åíèÿ âûõîäà ðàñòâî-
ðèìîé ôîðìû ôåðìåíòà ââåäåíèå ìîëåêóëû deGFP4
â ñîñòàâ ãèáðèäíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî ìîëåêóëó
OPH, ìîæåò ïîçâîëèòü íå òîëüêî îñóùåñòâëÿòü ãèä-
ðîëèç ÔÎÑ, íî è èìåòü âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî “ñâè-
äåòåëÿ” äàííîãî ïðîöåññà íåïîñðåäñòâåííî â ðåàê-
öèîííîé ñðåäå. Ïîëó÷åíèå è èññëåäîâàíèå ñâîéñòâ
ïîäîáíûõ ãèáðèäíûõ áåëêîâ è áûëî öåëüþ äàííîãî
èññëåäîâàíèÿ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïàðàîêñîí (äèýòèë ï-íèòðî-

ôåíèëôîñôàò), äèèçîïðîïèëôòîðôîñôàò (ÄÔÔ), èìèäà-
çîë, CHES (2-[N-öèêëîãåêñèë-àìèíî]ýòàíñóëüôîíîâàÿ
êèñëîòà, HEPES (N-[2-ãèäðîêñèýòèë]ïèïåðàçèí-N′-[2-
ýòàíñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà), õëîðèä êîáàëüòà øåñòèâîä-
íûé, õëîðèä íèêåëÿ, ãëèöåðèí, áðîìôåíîëîâûé ñèíèé,
êóìàññè áðèëëèàíòîâûé ñèíèé R-250, íàòðèåâóþ ñîëü
àìïèöèëëèíà, äèñóëüôàò êàíàìèöèíà, ÿè÷íûé àëüáó-
ìèí, äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ  ïðåïàðàòû ôèðìû
“Sigma” (ÑØÀ); òðèïòîí è äðîææåâîé ýêñòðàêò
ôèðìû “Difco” (ÑØÀ); àêðèëàìèä, N,N′-ìåòèëåí-áè-
ñàêðèëàìèä, ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíóþ êèñëîòó
(ÝÄÒÀ) ôèðìû “Merck” (Ãåðìàíèÿ); èçîïðîïèë-â-D-
òèî-ãàëàêòîïèðàíîçèä (ÈÏÒÃ), ìàðêåðû äëÿ áåëêîâî-
ãî ýëåêòðîôîðåçà (íàáîð áåëêîâ ñ ìîëåêóëÿðíûìè
ìàññàìè 26,0; 34,0; 43,0; 55,0; 72,0; 95,0; 130,0 êÄà)
ôèðìû “Fermentas” (Ëèòâà); N,N,N′,N′-òåòðàìåòèë-
ýòèëåíäèàìèí (ÒÅÌÅÄ), ïåðñóëüôàò àììîíèÿ ôèðìû
“Bio-Rad” (ÑØÀ). Â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äëÿ àôôèí-
íîé õðîìàòîãðàôèè èñïîëüçîâàëè Co2+ ÈÄÊ-êðèîãåëü-
ÏÀÀ (ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ïîëèìåðèçîâàííûé ïðè
òåìïåðàòóðàõ íèæå 0°Ñ, ìîäèôèöèðîâàííûé îñòàòêà-
ìè èìèíîäèóêñóñíîé êèñëîòû è çàðÿæåííûé èîíàìè
Co2+) ôèðìû “Protiste” (Øâåöèÿ). Âñå îñòàëüíûå èñ-
ïîëüçîâàííûå â ðàáîòå ðåàêòèâû ìàðêè ÷.ä.à. áûëè
ïðèîáðåòåíû â ôèðìàõ “Ëàáòåõíèêà” è “Õèììåä”
(Ðîññèÿ).

Äëÿ ñîçäàíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, êîäèðóþ-
ùèõ ñèíòåç ãèáðèäíûõ áåëêîâ, èñïîëüçîâàëè âåêòîð
pTES-His6-OPH [5], êîäèðóþùèé ñèíòåç His6-OPH è
âåêòîð pGEX-4T2-deGFP4, ïðåäîñòàâëåííûé Â.Â. Âåð-
õóøåé (ïðîôåññîð Ìåäèöèíñêîãî Êîëëåäæà À. Ýéíø-
òåéíà, Íüþ-Éîðê, ÑØÀ) â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ãåíà
degfp4 [17], êîäèðóþùåãî áåëîê deGFP4.
Àìïëèôèêàöèþ ãåíà degfp4 ñ ïðàéìåðàìè pH-F
(AGGAGAGGATCCAGTAAAGGAGAAGAACTÒÒÒ) è AS-R
(AGGAGCGAGCTCGCGCTCGGGCTCTTTTGTATAGTTCATCCATGC)
èëè RA-R
(AGGAGTGCTAGCGCTTGCACTGGCTTTGTATAGTTCATCCATGC)
ïðîâîäèëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé,
êîäèðóþùèõ ñèíòåç ãèáðèäíûõ áåëêîâ ñ ìåæìîëåêó-
ëÿðíûìè ñïåéñåðàìè -(AS)5- è -(RA)5- ñîîòâåòñòâåí-
íî; ïðàéìåð pH-F èñïîëüçîâàëè äëÿ ââåäåíèÿ ñàéòà
ðåñòðèêöèè BamHI â íà÷àëî êîäèðóþùåé îáëàñòè
ãåíà degfp4. Ïðàéìåðû AS-R èëè RA-R èñïîëüçîâàëè
äëÿ ââåäåíèÿ íà 3′-êîíåö ãåíà îáëàñòè, êîäèðóþùåé
÷àñòè ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñïåéñåðîâ –(AS)5– èëè –
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(RA)5– ñîîòâåòñòâåííî è ñëåäóþùèé çà íèìè ñàéò
ðåñòðèêöèè SacI èëè NheI.

Äëÿ ââåäåíèÿ âòîðîé ÷àñòè ãåíà, êîäèðóþùåãî
ìåæìîëåêóëÿðíûå ñïåéñåðû –(AS)5– èëè –(RA)5–, à
òàêæå ñàéò ðåñòðèêöèè NheI, íà 5′-êîíåö ãåíà opd,
êîäèðóþùåãî OPH, ïëàçìèäó pTES-His6-OPH àìïëè-
ôèöèðîâàëè ñ ïðàéìåðàìè AS-F èëè RA-F. Ïðàéìåð
OPH-R áûë êîìïëèìåíòàðåí âíóòðåííåé îáëàñòè ãåíà
opd.

Ñáîðêó âåêòîðîâ ïðîâîäèëè ïóòåì ñîâìåñòíîãî
ëèãèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ ïîìî-
ùüþ Ò4-ÄÍÊ-ëèãàçû â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè 10°Ñ. Ïîëó-
÷åííûìè ëèãàçíûìè ñøèâêàìè áûëè òðàíñôîðìèðî-
âàíû êîìïåòåíòíûå êëåòêè E. coli XL1 Blue. Êëåòêè
áûëè âûñåÿíû íà ñðåäó LB, ñîäåðæàùóþ áàêòîàãàð
(1,7%) è 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà. Äëÿ àíàëèçà ïðà-
âèëüíîñòè ñáîðêè ïîëó÷åííûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóê-
öèé áûëî îòîáðàíî ïî 6 êëîíîâ, èç êîòîðûõ (ïîñëå
âûðàùèâàíèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 16–18 ÷ ïðè 37°Ñ â
50 ìë ñðåäû LB ñ àìïèöèëëèíîì) áûëè âûäåëåíû
ïëàçìèäíûå ÄÍÊ. Ïðîâåäåííûé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé
àíàëèç âûäåëåííûõ ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ ïîçâîëèë âûÿ-
âèòü ïî äâå ìîëåêóëû ÄÍÊ, èìåþùèõ ôðàãìåíò-
âñòàâêó äëèíîé 738 ï.î., ñîîòâåòñòâóþùóþ ó÷àñòêó
ãåíà, êîäèðóþùåãî ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê deGFP4.

Äëÿ áèîñèíòåçà ãèáðèäíûõ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè
êëåòêè E. coli DH5α. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíîêóëÿòà
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê E. coli DH5α ïðîâîäèëè ïðè
37°C íà ñðåäå LB ñ àìïèöèëëèíîì (100 ìêã/ìë) ïðè
ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè (180 îá/ìèí) íà òåðìî-
ñòàòèðóåìîé êà÷àëêå “Adolf Kuhner AG” (Øâåéöà-
ðèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ÈÏÒÃ, íåîáõî-
äèìîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ðà-
ñòâîðèìîé ôîðìû ãèáðèäíûõ áåëêîâ, 16-÷àñîâîé
èíîêóëÿò (1%) âíîñèëè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñëåäó-
þùåãî ñîñòàâà: òðèïòîí (12,0 ã/ë), äðîææåâîé ýêñò-
ðàêò (24,0 ã/ë), ãëèöåðèí (4,0 ã/ë), KH2PO4 (6,95 ã/ë),
K2HPO4⋅3H2O (12,54 ã/ë), CoCl2 (10–5 Ì), ðH 7,0.
Ïðè äîñòèæåíèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,7 (λ =
540 íì) èíäóöèðîâàëè ñèíòåç ãèáðèäíûõ áåëêîâ ââå-
äåíèåì â ñðåäó ÈÏÒÃ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè îò
0,10 äî 0,75 ìÌ. Êîíòðîëåì ÿâëÿëàñü êóëüòóðà, âû-
ðàùèâàíèå êîòîðîé îñóùåñòâëÿëîñü â îòñóòñòâèè
ÈÏÒÃ â ñðåäå. Êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè ïðè 28°Ñ â
òå÷åíèå 21–24 ÷.

Äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ãèáðèäíûõ áåëêîâ áèî-
ìàññó êëåòîê, âûðàùåííóþ â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ,
îòäåëÿëè îò ñðåäû öåíòðèôóãèðîâàíèåì (5000g,
20 ìèí) íà öåíòðèôóãå “Beckman J2-21” (ÑØÀ).

Âûäåëåíèå è î÷èñòêó ãèáðèäíîãî áåëêà His6-
deGFP4-(AS)5-OPH ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ õîðî-
øî èçâåñòíîé ìåòîäèêîé [18].

Äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ãèáðèäíîãî áåëêà His6-
deGFP4-(RA)5-OPH èñïîëüçîâàëè Co2+-ÈÄÊ-êðèî-
ãåëü-ÏÀÀ. Âëàæíóþ áèîìàññó âçâåøèâàëè è ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â 0,1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7,5), ñî-
äåðæàâøåì 0,3 Ì NaCl, 0,05 Ì NaHCO3, 10–5 Ì
CoCl2, äî êîíöåíòðàöèè 0,2 ã/ìë. Äàëåå ïðîâîäèëè
óëüòðàçâóêîâóþ äåçèíòåãðàöèþ êëåòîê â ñóñïåíçèè
(4 ðàçà ïî 2 ìèí, 44 êÃö). Êëåòî÷íûé äåáðèñ îòäå-
ëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (15000g, 30 ìèí). Ïîëó÷åí-
íûé ñóïåðíàòàíò íàíîñèëè íà Co2+-ÈÄÊ-êðèîãåëü-
ÏÀÀ (5 ìë), ïðåäâàðèòåëüíî óðàâíîâåøåííûé òåì æå
áóôåðîì. Íîñèòåëü ñ èììîáèëèçîâàííûì áåëêîì ïðî-
ìûâàëè 0,1 Ì ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 7,5), ñîäåð-
æàâøèì 0,3 Ì NaCl, 0,05 Ì NaHCO3, 10–5 Ì CoCl2
è 0,01 Ì èìèäàçîëà, ñî ñêîðîñòüþ 2 ìë/ìèí äî äî-
ñòèæåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,01 (λ = 280 íì).
Çàòåì ýëþèðîâàëè ãèáðèäíûé áåëîê â ëèíåéíîì ãðà-
äèåíòå èìèäàçîëà (0,01–0,50 Ì). Èìèäàçîë èç ñî-
áðàííûõ ôðàêöèé óäàëÿëè äèàëèçîì ïðîòèâ 0,05 Ì
ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7,5).

Äîëè ãèáðèäíûõ áåëêîâ â îáùåì êîëè÷åñòâå ñèí-
òåçèðóåìûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ, à òàêæå ãîìî-
ãåííîñòü ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ îöåíèâàëè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêè â äåíàòóðèðóþùèõ è íåäåíàòóðèðóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ â 12%-ì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÿ÷åéêè “Miniprotean II” (“Bio-
Rad”, ÑØÀ) ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì ãåëåé
êóìàññè R-250.

Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Áðåä-
ôîðä ñ ïðèìåíåíèåì ðåàãåíòà ôèðìû “Bio Rad”
(ÑØÀ). Ïðè îáðàáîòêå âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è çíà÷åíèÿ ñòàí-
äàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè
ïî òðè ðàçà.

Îïðåäåëåíèå ÎÐÍ-àêòèâíîñòè ãèáðèäíûõ áåëêîâ
Ôåðìåíòàòèâíóþ OPH-àêòèâíîñòü ãèáðèäíûõ áåë-

êîâ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà “Agilent 8453-UV” (Ãåð-
ìàíèÿ), îáîðóäîâàííîãî òåðìîñòàòèðóåìîé ÿ÷åéêîé,
ïðè 25°Ñ, ñëåäÿ çà íàêîïëåíèåì ïðîäóêòà ãèäðîëèçà
ïàðàîêñîíà (4-íèòðîôåíîëÿò àíèîíà) ïðè 405 íì
(ε = 18000 Ì–1ñì–1, ðÍ 10,5). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè èñïîëüçîâàëè 0,1 Ì êàðáîíàò-
íûé áóôåð (ðÍ 10,5). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñóáñòðàòíîé
ñïåöèôè÷íîñòè ôåðìåíòîâ èñïîëüçîâàëè âîäíûå ðà-
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ñòâîðû ïàðàîêñîíà è ÄÔÔ, èõ êîíöåíòðàöèÿ â ðåàê-
öèîííîé ñðåäå ñîñòàâëÿëà 1 ìÌ. Êàòàëèòè÷åñêóþ ðå-
àêöèþ èíèöèèðîâàëè âíåñåíèåì ðàñòâîðà ãèáðèäíîãî
áåëêà â êþâåòó ñ áóôåðîì è ñóáñòðàòîì òàê, ÷òîáû
êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî èç ôåðìåíòîâ â ðåàêöèîííîé
ñðåäå ñîñòàâëÿëà 10–10–10–9 Ì (E0).

Çà åäèíèöó ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ïðèíèìàëè
òàêîå êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, êîòîðîå íåîáõîäèìî äëÿ
ãèäðîëèçà 1 ìêìîëü ñóáñòðàòà çà 1 ìèí ïðè 25°Ñ è
ðÍ 10,5.

Ðàñ÷åò ñêîðîñòåé ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé ïðîâî-
äèëè ïî íà÷àëüíûì ëèíåéíûì ó÷àñòêàì êèíåòè÷åñ-
êèõ êðèâûõ (vo = tgα). Ìàêñèìàëüíóþ ñêîðîñòü ôåð-
ìåíòàòèâíîé ðåàêöèè (Vìàêñ) è êîíñòàíòó Ìèõàýëèñà
(Km) îïðåäåëÿëè êàê ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû
äâîéíûõ îáðàòíûõ êîîðäèíàò 1/v0–1[S] (Ëàéíóèâåðà–
Áåðêà), òàê è èç ïîëíîé êðèâîé çàâèñèìîñòè ñêîðîñòè
ðåàêöèè îò êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòà.

Ïðè èçó÷åíèè çàâèñèìîñòè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè ôåðìåíòîâ îò ðÍ èñïîëüçîâàëè 50 ìÌ áóôåðû
ñ ïåðåêðûâàþùèìèñÿ çíà÷åíèÿìè pH: HEPES
(pH 7,5–8,5), CHES (pH 8,5–10,0), ôîñôàòíî-êàðáîíàò-
íûé (ðÍ 9,5–12,0).

Ïðè èññëåäîâàíèè òåðìîñòàáèëüíîñòè ãèáðèäíûõ
áåëêîâ îáðàçåö ïðåïàðàòà ôåðìåíòà (0,5 ìë) â 0,1 Ì
ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,5) èëè â 0,1 Ì êàðáîíàòíîì
áóôåðå (pH 10,5) ïîìåùàëè â òåðìîñòàò ïðè ðàçíûõ
òåìïåðàòóðàõ è ÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðå-
ìåíè îòáèðàëè ïðîáû îáúåìîì 10 ìêë è èçìåðÿëè â
íèõ OPH-àêòèâíîñòü. Èíòåðâàë ìåæäó îòáîðîì ïðîá

ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû çà âðåìÿ ýêñïåðè-
ìåíòà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â îáðàçöàõ óïàëà â
210 ðàç.

Êîíñòàíòó ñêîðîñòè òåðìîèíàêòèâàöèè îïðåäåëÿëè
ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà ïðÿìîé íà ãðàôèêå çàâèñè-
ìîñòè íàòóðàëüíîãî ëîãàðèôìà îñòàòî÷íîé ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè îò âðåìåíè.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Äëÿ ñîçäàíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, êîäèðóþ-

ùèõ ñèíòåç ãèáðèäíûõ áåëêîâ His6-deGFP4-(RA)5-OPH
(I) è His6-deGFP4-(AS)5-OPH (II), â êà÷åñòâå ýêñïðåñ-
ñèîííîãî âåêòîðà áûëà èñïîëüçîâàíà ðàíåå ðàçðàáîòàí-
íàÿ ïëàçìèäà pTES-His6-OPH [5], â ñîñòàâ êîòîðîé
ãåííî-èíæåíåðíûìè ìåòîäàìè áûëè ââåäåíû íóêëåî-
òèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå áåëîê
deGFP4 è ðàçëè÷íûå ïî ñîñòàâó ìåæáåëêîâûå ñïåéñå-
ðû (-(ArgAla)5-[-(RA)5-] èëè -(AlaSer)5-[(AS)5-]). Íà
N-êîíåö ìîëåêóë ãèáðèäíûõ áåëêîâ áûëà ââåäåíà
His6-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè áåë-
êîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì Co2+–ÈÄÊ–êðèîãåëü ÏÀÀ.
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ïîëó÷åííûõ ãå-
íåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé pTES-His6-deGFP4-(RA)5-OPH
è pTES-His6-deGFP4-(AS)5-OPH áûëè èñïîëüçîâàíû
êëåòêè E. coli DH5α. Àíàëèç äàííûõ áåëêîâîãî
ýëåêòðîôîðåçà ïîçâîëèë óñòàíîâèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè èíäóêòîðà ÈÏÒÃ â ñðåäå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ îò 0,1 ìÌ äî 0,75 ìÌ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
äîëè ãèáðèäíûõ áåëêîâ â îáùåì êîëè÷åñòâå ñèíòåçè-
ðóåìûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ (ðèñ. 1). Îäíàêî ïà-

Ðèñ. 1. à – Äîëÿ ãèáðèäíûõ áåëêîâ His6-deGFP4-(RA)5-OPH (1) è His6-deGFP4-(AS)5-OPH (2) â êëåòêàõ E. coli
DH5α, äîñòèãàåìàÿ ê äåñÿòîìó ÷àñó ðîñòà êëåòîê ïîñëå èíäóêöèè ñèíòåçà áåëêîâ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè
ÈÏÒÃ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (28°Ñ) îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè áåëêîâ; á – ñîäåðæàíèe

â êëåòêàõ ðàñòâîðèìîé ôîðìû áåëêîâ
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ðàëëåëüíî ñ ýòèì íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ
â êëåòêàõ ðàñòâîðèìîé ôîðìû äàííûõ áåëêîâ. Ìàê-
ñèìàëüíàÿ âíóòðèêëåòî÷íàÿ OPH-àêòèâíîñòü íàêàïëè-
âàëàñü ê äåñÿòîìó ÷àñó ðîñòà êëåòîê ïîñëå ââåäåíèÿ
èíäóêòîðà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî OPH-àêòèâíîñòü íå íàêàïëèâàëàñü â ðåêîì-
áèíàíòíûõ êëåòêàõ â ïðîöåññå èõ ðîñòà ïðè òåõ æå
óñëîâèÿõ â îòñóòñòâèå ÈÏÒÃ â ñðåäå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Òàêèì îáðàçîì, óñëîâèÿ ìàêñèìàëüíîãî âûõîäà
àêòèâíîé ôîðìû ãèáðèäíûõ áåëêîâ áûëè ñëåäóþùè-
ìè: 0,10 ìÌ ÈÏÒÃ, 10 ÷ ðîñòà êëåòîê ïîñëå èíäóê-
öèè ñèíòåçà áåëêîâ.

Ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ áèîìàññû
äîëÿ ðàñòâîðèìîé ôîðìû ãèáðèäíîãî áåëêà His6-
deGFP4-(RA)5-OPH îò îáùåãî êîëè÷åñòâà öåëåâîãî
áåëêà â êëåòêå áûëà â ∼2 ðàçà áîëüøå äîëè èçâå-
ñòíîãî áåëêà His6-OPH [10] (òàáë. 1). Êðîìå òîãî,
äîëÿ áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-OPH (5,5%) â îá-
ùåì êîëè÷åñòâå âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ îêàçàëàñü
â ∼13 ðàç áîëüøå äàííîãî ïîêàçàòåëÿ, õàðàêòåðíîãî
äëÿ ãèáðèäíîãî àíàëîãà OPH, èçâåñòíîãî èç ëèòå-
ðàòóðû (0,4%) [14] (òàáë. 1). Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî
äîëÿ ðàñòâîðèìîé ôîðìû ðàçðàáîòàííîãî ãèáðèäíî-
ãî áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-OPH (92%) áûëà â 2
ðàçà âûøå äîëè ðàñòâîðèìîé ôîðìû èçâåñòíîãî
áåëêà His6-GFP-Asp4-Lys-OPH [14], îáùåå êîëè÷å-
ñòâî ïîëó÷åííîé ðàñòâîðèìîé ôîðìû ñîçäàííîãî
ãèáðèäíîãî áåëêà áûëî â ∼25 ðàç áîëüøå, ÷åì â
ñëó÷àå åãî àíàëîãà.

Äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè His6-deGFP4-(RA)5-OPH
áûë èñïîëüçîâàí ìàêðîïîðèñòûé ìåòàëë-õåëàòèðóþ-

ùèé íîñèòåëü Ño2+–ÈÄÊ–êðèîãåëü ÏÀÀ [7], êîòî-
ðûé ðàíåå óñïåøíî ïðèìåíÿëñÿ äëÿ âûäåëåíèÿ His6-
OPH è OPH-His6 [6–8, 10]. Ñòåïåíü ãîìîãåííîñòè
ïîëó÷åííîãî áåëêîâîãî ïðåïàðàòà áûëà ïîäòâåðæäå-
íà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ) è
ñîñòàâèëà 96±1%. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôåðìåíò ýëþ-
èðóåòñÿ ñ íîñèòåëÿ â ãðàäèåíòå èìèäàçîëà ïðè åãî
êîíöåíòðàöèè 125–175 ìÌ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî èç 1 ã
âëàæíîé áèîìàññû (âëàæíîñòü 85%) êëåòîê E. coli
DH5α ìîæíî ïîëó÷èòü 3,8 ìã âûñîêîî÷èùåííîãî
ïðåïàðàòà ôåðìåíòà His6-deGFP4-(RA)5-OPH, ÷òî
ëèøü íà 7% íèæå âûõîäà His6-OPH èç êëåòîê
E. coli SG13009[pREP4] [8].

Â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà His6-
deGFP4-(AS)5-OPH íà òîì æå íîñèòåëå îêàçàëîñü
íåâîçìîæíûì äîñòèæåíèå ïðèåìëåìîé ñòåïåíè ãîìî-
ãåííîñòè ïðåïàðàòà. Ïî-âèäèìîìó, äàííûé ôàêò ñâÿ-
çàí ñ èíäèâèäóàëüíîé îñîáåííîñòüþ ïðîñòðàíñòâåííî-
ãî ñòðîåíèÿ äàííîãî áåëêà, ÷òî ïðèâîäèò ê çàìåòíî-
ìó ñíèæåíèþ ýôôåêòèâíîñòè åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ïðè-
ìåíåííûì â ðàáîòå õðîìàòîãðàôè÷åñêèì íîñèòåëåì.
Ñëàáîå ñâÿçûâàíèå áåëêà ñ íîñèòåëåì ïðèâîäèò ê
ïðåæäåâðåìåííîìó ýëþèðîâàíèþ áåëêà ïðè íèçêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ èìèäàçîëà, êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü
äëÿ îòìûâêè íîñèòåëÿ îò íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàâøèõ-
ñÿ áàëëàñòíûõ áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ñóïåðíàòàí-
òå êëåòî÷íîãî äåçèíòåãðàòà, íàíîñèìîãî íà íîñèòåëü.

Â ñâÿçè ñ íåýôôåêòèâíîñòüþ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè
ãèáðèäíîãî áåëêà His6-deGFP4-(AS)5-OPH ñ ïîìî-
ùüþ Ño2+–ÈÄÊ–êðèîãåëÿ ÏÀÀ áûëî ðåøåíî ïðîâåñ-
òè î÷èñòêó ýòîãî áåëêà ìåòîäîì, ïðèìåíÿåìûì äëÿ

Ò à á ë è ö à  1

Íàêîïëåíèå OPH-àêòèâíîñòè â êëåòêàõ E. coli, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ïëàçìèäàìè pTES-His6-deGFP4-(RA)5-OPH,
pTES-His6-deGFP4-(AS)5-OPH è pTES-His6-OPH ïðè îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè èíäóêòîðà áèîñèíòåçà áåëêîâ â ñðåäå

êóëüòèâèðîâàíèÿ

Ïàðàìåòðû His6-deGFP4-(RA)5-OPH His6-deGFP4-(AS)5-OPH His6-OPH [10] His6-GFP-EK-OPH [14] 

Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÈÏÒÃ, ìÌ 0,10 0,10 0,20 0,75 

Ìàêñèìàëüíàÿ óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü, 
åä/ã êëåòîê 76 101 62 100 

Äîëÿ öåëåâîãî áåëêà â îáùåì 
êîëè÷åñòâå âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ, 
% 

5,5 2,1 12,6 0,4 

Äîëÿ ðàñòâîðèìîé ôîðìû îò îáùåãî 
êîëè÷åñòâà öåëåâîãî áåëêà, % 92 22 50 46 
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âûäåëåíèÿ íàòèâíîé OPH [18]. ×èñòîòà âûäåëåííîãî
ýòèì ìåòîäîì ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà áûëà ïîäòâåð-
æäåíà ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ) è
ñîñòàâèëà 94±1%. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå

î÷èñòêè áåëêà His6-deGFP4-(AS)5-OPH èç 1 ã âëàæ-
íîé áèîìàññû (âëàæíîñòü 83%) ìîæåò áûòü ïîëó÷åíî
1,3 ìã áåëêà.

Ïðè èññëåäîâàíèè êàòàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
ïîëó÷åííûõ ãèáðèäíûõ áåëêîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
îïòèìóìû èõ OPH-àêòèâíîñòè ñìåùåíû íà 1–1,5 åä.
â ùåëî÷íóþ îáëàñòü îòíîñèòåëüíî îïòèìóìà äåé-
ñòâèÿ íàòèâíîé OPH (ðèñ. 2).

Áûëî ïðîâåäåíî îïðåäåëåíèå êèíåòè÷åñêèõ ïàðà-
ìåòðîâ ðåàêöèè ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà ïåñòèöè-
äà ïàðàîêñîíà, êàòàëèçèðóåìîãî ãèáðèäíûìè áåëêàìè
His6-deGFP4-(RA)5-OPH è His6-deGFP4-(AS)5-OPH,
ïðè çíà÷åíèÿõ pH ðåàêöèîííîé ñðåäû, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ îïòèìóìàì èõ OPH-àêòèâíîñòè (òàáë. 2). Äëÿ
ãèáðèäíûõ áåëêîâ íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå êîíñòàíò
Ìèõàýëèñà (Km) â 8–12 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíè-
åì Km, õàðàêòåðíûì äëÿ OPH, è ñíèæåíèå â 1,5–3
ðàçà çíà÷åíèé Vìàêñ, îïðåäåëåíèå êîòîðûõ äëÿ âñåõ
áåëêîâ ïðîâîäèëè ïðè êîíöåíòðàöèè 10–9 Ì.

Ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ ãèáðèäíûõ áåë-
êîâ ïî îòíîøåíèþ ê òàêîìó ñóáñòðàòó, êàê ïàðàîêñîí,
î÷åâèäíî, áûëî ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ïðîñòðàíñòâåí-
íîé êîíôèãóðàöèè áåëêîâîé ãëîáóëû OPH, âûçâàííûì
âçàèìíûì âëèÿíèåì ïàðòíåðîâ äðóã íà äðóãà â ñî-
ñòàâå ãèáðèäíîãî áåëêà.

Äëÿ ãèáðèäíîãî áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-OPH
áûëè îïðåäåëåíû êîíñòàíòû åãî èíàêòèâàöèè ïðè ðàç-
ëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ (òàáë. 3) è çàâèñèìîñòü åãî îñ-
òàòî÷íîé êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè îò òåìïåðàòóðû
åãî ýêñïîíèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 15 ìèí (ðèñ. 3). Ïðè
óâåëè÷åíèè òåìïåðàòóðû â èíòåðâàëå 40–52°Ñ (pH
10,5) ïðîèñõîäèò ðåçêîå ïàäåíèå OPH-àêòèâíîñòè èñ-
ñëåäóåìîãî ãèáðèäíîãî áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-
OPH, è ïðè 50°Ñ åãî àêòèâíîñòü ñîñòàâëÿåò ìåíåå
20% îò èñõîäíîé (ðèñ. 3). Ïðè òîì æå çíà÷åíèè pH
òåðìîñòàáèëüíîñòü ãèáðèäíîãî àíàëîãà OPH îêàçà-

Ðèñ. 2. pH-Çàâèñèìîñòü ðåàêöèè ãèäðîëèçà ïàðàîêñîíà,
êàòàëèçèðóåìîé ôåðìåíòàìè His6-deGFP4-(RA)5-OPH

(1), His6-deGFP4-(AS)5-OPH (2), OPH (3)

Ðèñ. 3. Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü áåëêîâ: 1 – OPH â 0,1 Ì Tris-
HCl áóôåðå (pH 8,5), 2 – His6-deGFP4-(RA)5-OPH â 0,1 Ì
êàðáîíàòíîì áóôåðå (pH 10,5), 3 – His6-deGFP4-(RA)5-OPH â
0,05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,5)  ïîñëå èõ ýêñïîíèðîâàíèÿ

ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ â òå÷åíèå 15 ìèí

Ò à á ë è ö à  2

Êàòàëèòè÷åñêèå õàðêòåðèñòèêè ãèáðèäíûõ áåëêîâ è OPH â ðåàêöèè ãèäðîëèçà ïàðàîêñîíà
ïðè îïòèìàëüíîì çíà÷åíèè pH (äëÿ ãèáðèäíûõ áåëêîâ – pH 10,5, äëÿ OPH – pH 8,5)

Êàòàëèòè÷åñêèå 
ïàðàìåòðû His6-deGFP4-(RA)5-OPH His6-deGFP4-(AS)5-OPH OPH [8] 

Km, ìÌ 0,13 0,20 0,02 

Vìàêñ,×10-7 Ì⋅ñ-1 2,5 5,6 8,5 
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåãðàììà, îòðàæàþùàÿ áåëêîâûé
ñîñòàâ î÷èùåííîãî ïðåïàðàòà áåëêà His6-deGFP4-
(RA)5-OPH (1) â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, Ì –

ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîãî âåñà

Ò à á ë è ö à  3

Êîíñòàíòû òåðìîèíàêòèâàöèè áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-OPH
â 0,05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,5)

ëàñü íèæå, ÷åì òåðìîñòàáèëüíîñòü íàòèâíîãî ôåð-
ìåíòà. Îäíàêî ïðè ñíèæåíèè pH áóôåðà äî 7,5 ïðè
50°Ñ ãèáðèäíûé áåëîê ñîõðàíÿåò 70% èñõîäíîé
OPH-àêòèâíîñòè. Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ pH ñðåäû ãèáðèäíûé
áåëîê ìîæåò áûòü óñïåøíî èñïîëüçîâàí äëÿ ãèäðîëè-
çà ÔÎÑ ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå.

Ëèíåéíûé õàðàêòåð êèíåòèêè èíàêòèâàöèè áåëêà
His6-deGFP4-(RA)5-OPH ïðè pH 7,5 è ðàçëè÷íûõ òåì-
ïåðàòóðàõ íàáëþäàëñÿ â øèðîêîì èíòåðâàëå êîíöåíò-
ðàöèé áåëêà (0,1–1 ìã/ìë).

Òåìïåðàòóðíàÿ èíàêòèâàöèÿ îëèãîìåðíûõ áåëêîâ
ìîæåò ïðîõîäèòü ïî äèññîöèàòèâíîìó è íåäèññîöèà-
òèâíîìó ìåõàíèçìàì [19]. Ñîãëàñíî òåîðèè äèññîöè-
àòèâíîé èíàêòèâàöèè îëèãîìåðíûõ áåëêîâ, çàâèñèìîñ-
òè ln(v/v0) îò âðåìåíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðÿìûå
ëèíèè ñ èçëîìîì, ñâèäåòåëüñòâóþùèì î äèññîöèàöèè
áåëêà íà ñóáúåäèíèöû [19]. Íàïðîòèâ, ïîñêîëüêó ïðè
òåðìîèíàêòèâàöèè ìîíîìåðíûõ áåëêîâ ñíèæåíèå èõ
àêòèâíîñòè ñâÿçàíî ëèøü ñ èçìåíåíèÿìè èõ òðåòè÷-
íîé ñòðóêòóðû, âûçâàííûìè óâåëè÷åíèåì òåìïåðàòó-
ðû, çàâèñèìîñòè ln(v/v0) îò âðåìåíè ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ïðÿìûå ëèíèè áåç èçëîìîâ [20]. Ëîãè÷íî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî òåðìîèíàêòèâàöèÿ áåëêîâ, îáðàçóþùèõ
îëèãîìåðû ñ âûñîêîé ýíåðãèåé ñòàáèëèçàöèè, íå ðàñ-
ïàäàþùèõñÿ íà ñóáúåäèíèöû äàæå ïðè ïîâûøåííûõ
òåìïåðàòóðàõ, ïðîõîäèò ïî ìåõàíèçìó, õàðàêòåðíîìó
äëÿ ìîíîìåðíûõ áåëêîâ. Èçìåíåíèÿ òðåòè÷íîé
ñòðóêòóðû àêòèâíûõ ñóáúåäèíèö òàêèõ îëèãîìåðîâ
âûçâàíû èñêëþ÷èòåëüíî òåìïåðàòóðíûì ôàêòîðîì è
íå ñâÿçàíû ñ âëèÿíèåì íà èõ êîíôèãóðàöèþ ÿâëåíèÿ
äèìåðèçàöèè, êàê â ñëó÷àå äèññîöèàòèâíîãî ìåõàíèç-
ìà [19]. Çàâèñèìîñòè ln(v/v0) îò âðåìåíè äëÿ òàêèõ
áåëêîâ äîëæíû èìåòü ôîðìó àíàëîãè÷íûõ çàâèñèìî-
ñòåé, õàðàêòåðíûõ äëÿ òåðìîèíàêòèâàöèè ìîíîìåðíûõ

áåëêîâ. Òàêèì îáðàçîì, òåðìîèíàêòèâàöèÿ ãèáðèäíîãî
áåëêà His6-deGFP4-(RA)5-OPH ïðè pH 7,5 è ðàçëè÷-
íûõ òåìïåðàòóðàõ ïðîõîäèò ïî ìåõàíèçìó, îòëè÷íîìó
îò äèññîöèàòèâíîãî, à èìåííî â ñîñòîÿíèè äèìåðà
èëè ìîíîìåðà.

Äîñòîâåðíî èçâåñòíî, ÷òî OPH îáðàçóåò èñêëþ÷è-
òåëüíî ñòàáèëüíûé äèìåð ñ ýíåðãèåé ñòàáèëèçàöèè
40 êêàë/ìîëü [21–22]. Íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ãîìî-
ãåíèçèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ OPH, ïîëó÷åííûõ äàæå â
äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, îòìå÷àëîñü íàëè÷èå äâóõ
îò÷åòëèâî âûðàæåííûõ ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ äè-
ìåðíîé è ìîíîìåðíîé ôîðìå áåëêà (äàííûå íå ïðèâî-
äÿòñÿ).

Äëÿ ðàçðàáîòàííûõ ãèáðèäíûõ áåëêîâ îêàçàëàñü
õàðàêòåðíà îáðàòíàÿ ñèòóàöèÿ. Ïðè ïðîâåäåíèè íà-
òèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà î÷èùåííîãî ïðåïàðàòà áåë-
êà His6-deGFP4-(RA)5-OPH áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
85% ãèáðèäíîãî áåëêà íàõîäèòñÿ â ìîíîìåðíîì ñî-
ñòîÿíèè è ëèøü 15% â äèìåðíîì (ðèñ. 4). Íèçêàÿ
êîíöåíòðàöèÿ äèìåðíîé ôîðìû ãèáðèäíîãî áåëêà â
ôåðìåíòíîì ïðåïàðàòå ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî ôóí-
êöèîíèðîâàíèè ïðåèìóùåñòâåííî â ìîíîìåðíîì ñî-
ñòîÿíèè è ìîæåò óêàçûâàòü íà çíà÷èòåëüíîå ñíè-
æåíèå ýíåðãèè ñòàáèëèçàöèè äèìåðíîé ôîðìû ôåð-
ìåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíîé OPH. Ëåãêîñòü
äèññîöèàöèè ãîìîäèìåðà ãèáðèäíîãî áåëêà íà
ñóáúåäèíèöû îòðàæàåòñÿ íà ôîðìå çàâèñèìîñòåé
ln(v/v0) îò âðåìåíè, ïîëó÷åííûõ ïðè èññëåäîâàíèè
åãî òåðìîèíàêòèâàöèè.

Èññëåäîâàíèå êàòàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ãèá-
ðèäíûõ áåëêîâ ïîêàçàëî, ÷òî çíà÷åíèå Km áåëêà His6-
deGFP4-(RA)5-OPH äëÿ ÄÔÔ îêàçàëîñü íèæå â ∼2

Òåìïåðàòóðà, °C kèí, ñ–1 

25 2,3·10–5 

36 8,9·10–5 

55 4,8·10–4 

60 3,3·10–3 
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Ðèñ. 5. pH-çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè áåë-
êîâ His6-deGFP4-(RA)5-OPH (1) è deGFP4 (2) ïðè äëèíàõ

âîëí âîçáóæäåíèÿ 400 íì è ýìèññèè 515 íì

ðàçà çíà÷åíèÿ Km, èçâåñòíîãî äëÿ ðåàêöèè ãèäðîëèçà
ÄÔÔ ïîä äåéñòâèåì íàòèâíîé OPH, è ñîñòàâèëî
0,5 ìÌ. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî âåëè÷èíà Vìàêñ ðåàê-
öèè ãèäðîëèçà ÄÔÔ ïîä äåéñòâèåì ãèáðèäíîãî áåëêà
ñíèçèëàñü â ∼2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíèåì
Vìàêñ  ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÄÔÔ, êàòàëèçèðóåìîé íàòèâ-
íîé OPH, è ñîñòàâèëà 10–8 Ì·ñ–1.

Àíàëèç ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ ãèáðèäíîãî áåëêà
His6-deGFP4-(RA)5-OPH ïîêàçàë, ÷òî áåëîê deGFP4,
ïðèñóòñòâóþùèé â åãî ñîñòàâå, èìååò ìàêñèìóì

ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 400 íì è äâà ìàêñèìó-
ìà ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí 461 íì è
515 íì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò õàðàêòåðèñòèêàì ñâîáîä-
íîãî áåëêà deGFP4. Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ pH
ñðåäû íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ãèáðèäíîãî
áåëêà áûëî ïîêàçàíî (ðèñ.  5), ÷òî ìàêñèìóì ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè äëèíå âîëíû 515 íì íàõîäèòñÿ ïðè
pH 8,5. Ýòî âñåãî íà 0,5 åä. íèæå, ÷åì äëÿ èíäèâè-
äóàëüíîãî áåëêà deGFP4.

Â ïðîöåññå ãèäðîëèçà 4⋅10–5 Ì ïàðàîêñîíà ãèáðèä-
íûì áåëêîì His6-deGFP4-(RA)5-OPH â 1 ìÌ ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå (pH 7,5) ñ äîáàâëåíèåì 100 ìÌ NaCl
âûÿâëåíî ñíèæåíèå pH ðàñòâîðà íà ∼0,2 åä. Êðîìå
òîãî, ãèäðîëèç äàííîé êîíöåíòðàöèè ïàðàîêñîíà ïðèâî-
äèò ê õîðîøî ðåãèñòðèðóåìîìó èçìåíåíèþ èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè áåëêà ïðè äëèíå âîëíû ýìèññèè
515 íì íà ∼15%.

Òàêèì îáðàçîì, áåëêîâàÿ ìîëåêóëà deGFP4 ìîæåò
ñòàòü âíóòðåííèì “ñâèäåòåëåì” ãèäðîëèçà äàæå ìà-
ëûõ êîíöåíòðàöèé ÔÎÑ ïîä äåéñòâèåì ìîëåêóëû
OPH. Ïîëó÷åííàÿ â ðàáîòå ðàñòâîðèìàÿ ôîðìà His6-
deGFP4-(RA)5-OPH ìîæåò áûòü ïðåäëîæåíà äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé ïî ãèäðî-
ëèçó ÔÎÑ in vivo íà êóëüòóðàõ òêàíåé ïðè ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ pH (7,5) è ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå
(37°Ñ) äëÿ èçó÷åíèÿ òîêñè÷íîñòè ÔÎÑ è âîçìîæíîñ-
òè åå ñíèæåíèÿ ïîä äåéñòâèåì OPH [23].
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NEW CHIMERIC PROTEINS POSSESSING ORGANOPHOSPHOROUS
HYDROLASE ACTIVITY AND deGFP4 FLUORESCENCE

D.A. Gudkov, I.V. Lyagin, V.V. Verkhusha, Ye.N. Efremenko
(Division of Chemical Enzymology)

New genetic constructs encoding synthesis of chimeric proteins possessing organophosphorous
hydrolase activity and fluorescence of pH-sensitive analogue of green fluorescent protein were
developed. To obtain maximal yield of new chimeric proteins in soluble form in E. coli cells, the
following conditions were revealed to be used: 0.1 mM of inductor of protein biosynthesis,
cultivation of cells for 10 h after biosynthesis induction. Obtained level of biosynthesis of one of
the chimeric proteins in soluble active form was 2-25-fold higher than the yields of soluble forms
of analogue chimeric proteins described in literature. It was found that organophosphorous
hydrolase as a part of the chimeric proteins possess features (pH-optimum, thermostability,
substrate specificity and catalytic efficiency of action) differing from known characteristics of
native enzyme. The fluorescence of green fluorescent protein being part of chimeric proteins
depends on pH of medium by same manner known for fluorescence of the individual protein. The
interrelation between fluorescence and OPH-activity possessing by obtained chimeric proteins
was demonstrated in the reactions of hydrolysis of organophosphorous compounds.

Key words: organophosphorous hydrolase, green fluorescent protein, chimeric protein,
organophosphorous compounds.
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