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Ïðîòåàçà ECP32 íåîáõîäèìà â èññëåäîâàíèÿõ àêòèíà, îñíîâíîãî áåëêà ìûøö è öèòîñêåëåòà. Èñòî÷-
íèêîì ôåðìåíòà ÿâëÿåòñÿ ïðèðîäíûé øòàìì ýíòåðîáàêòåðèé, â ìèíîðíûõ êîëè÷åñòâàõ íàêàïëèâàþùèé
ïðîòåàçó âíóòðè êëåòêè â ïîñòýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà. Áèîñèíòåç ëèìèòèðóåòñÿ êîëè÷åñòâîì êèñ-
ëîðîäà, ïîñòóïàþùåãî â ñðåäó. Ïðåäëîæåí âûñîêîýôôåêòèâíûé ìåòîä äâóõôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîäóöåíòà ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì àýðèðîâàíèÿ â ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà. Èññëåäîâàíû ñâîéñòâà
ôåðìåíòà è ïîêàçàíî, ÷òî âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ àôôèííîãî èëè èíîãî îäíîñòàäèéíîãî ñïîñîáà
âûäåëåíèÿ îãðàíè÷åíû. Ðàçðàáîòàí ïðîñòîé â âîñïðîèçâåäåíèè ìåòîä ïîëó÷åíèÿ è õðàíåíèÿ ïðåïàðàòà
ECP32 ñî ñòåïåíüþ ÷èñòîòû è óðîâíåì àêòèâíîñòè, îòâå÷àþùèìè âûñîêèì òðåáîâàíèÿì ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíûõ èññëåäîâàíèé àêòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèí, ïðîòåàçà ECP32, îãðàíè÷åííûé ïðîòåîëèç, ïîñòëîãàðèôìè÷åñêèé ñèí-
òåç, âíóòðèêëåòî÷íûå ôåðìåíòû áàêòåðèé, î÷èñòêà áåëêîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÆ — êóëüòóðàëüíàÿ æèäêîñòü, MWCO — ïðåäåë ïðîïóñêàíèÿ óëüò-
ðàôèëüòðàöèîííîé ìåìáðàíû (molecular weight cut off).

Àêòèí, ðàñùåïëåííûé ïðîòåàçîé ECP32, îáðàòèìî òå-
ðÿåò ñïîñîáíîñòü ê ïîëèìåðèçàöèè (Khaitlina et al.,1991,
1993), ÷òî ñäåëàëî ECP32 óíèêàëüíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ
èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ àêòèíà (Orlova, Egel-
man, 1995; Khaitlina, Hinssen, 1997; Negulyaev et al.,2000;
Ìîðîçîâà è äð., 2001; Khaitlina, Strzelecka-Golaszhewska,
2002; Walders-Harbeck et al.,2002; Moraczewska et al.,2004;
Wawro et al.,2005; Klenchin et al.,2006). Ýòî âíóòðèêëåòî÷-
íàÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçà ìîë. ìàññîé 32 êÄà, íàêàïëèâàå-
ìàÿ íà ïîñòëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà ïðèðîäíîãî
øòàììà áàêòåðèé, èäåíòèôèöèðîâàííîãî â 1988 ã. êàê Es-
cherichia coli A2 (Khaitlina et al., 1988, 1991; Óñìàíîâà,
Õàéòëèíà, 1989; Matveyev et al., 1996). Îíà óñêîðÿåò ãèä-
ðîëèç ëèøü îäíîé, íå çàòðàãèâàåìîé äðóãèìè ïðîòåàçàìè,
ñâÿçè â àêòèíå Gly42—Val43 (ðèñ. 1), êîòîðàÿ èãðàåò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè ýòîãî áåëêà â êëåòêå.
Ôàêò ïðîòåîëèçà îäíîçíà÷íî óñòàíàâëèâàåòñÿ ïðè ïîìî-
ùè ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 2).

Ïðåäìåòîì äàííîé ñòàòüè ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ìàëî-
ìàñøòàáíîãî, áûñòðîãî è ìèíèìàëüíî òðóäîåìêîãî ìåòî-
äà ïîëó÷åíèÿ ECP32, ïîñòëîãàðèôìè÷åñêîé âíóòðèêëå-
òî÷íîé ïðîòåàçû ïðèðîäíîãî øòàììà ýíòåðîáàêòåðèé, íå
èìåþùàÿ ðàíåå îïèñàííûõ àíàëîãîâ.

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíû â îñíîâíîì êîììåð÷åñêè çíà-
÷èìûå âíåêëåòî÷íûå ïðîòåàçû (Öàïëèíà, 1979; Barrett et
al.,1998). Èõ óðîâåíü ñèíòåçà è âûáðîñà â ñðåäó ñèëüíî çà-
âèñèò îò ðÿäà ôàêòîðîâ íàðàùèâàíèÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò çíà-
÷èòåëüíî ïîâûñèòü âûõîä ôåðìåíòîâ çà ñ÷åò îïòèìèçà-
öèè óñëîâèé áèîñèíòåçà. Äëÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ôåðìåí-
òîâ, êîòîðûå ñèíòåçèðóþòñÿ ïðèðîäíûìè øòàììàìè â
íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ — â ñëó÷àå ECP32 ýòî ñîòûå

äîëè ïðîöåíòà îò áåëêîâ ýêñòðàêòà, — îáû÷íî èñïîëüçó-
þò ãåííî-èíæåíåðíûå ìåòîäû. Ñîçäàíèå ñâåðõïðîäóöåí-
òà ECP32 îñëîæíÿåòñÿ ïðîáëåìàìè ýêñïðåññèè ãåíà
ïîñòëîãàðèôìè÷åñêîé ïðîòåàçû ñ íåèçâåñòíîé ïðèðîäíîé
ôóíêöèåé, ïîòåíöèàëüíî òîêñè÷íîé äëÿ áàêòåðèàëüíîé
êëåòêè-õîçÿèíà. Èññëåäîâàíèå èíäèâèäóàëüíûõ ñâîéñòâ
áåëêà è ðàçðàáîòêà ìåòîäà åãî ïîëó÷åíèÿ â äàëüíåéøåì
ìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûìè äëÿ âûäåëåíèÿ è ðåêîìáè-
íàíòíîãî ïðîäóêòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè øòàìì E. coli A2 (ðåãèñòðàöè-
îííûé íîìåð ÂÊÏÌ 3697). Áàêòåðèàëüíóþ êóëüòóðó âû-
ðàùèâàëè ïðè 35 °Ñ â ñðåäå 2LBS ñëåäóþùåãî ñîñòàâà:
ïåïòîí — 20 ã/ë, äðîææåâîé ýêñòðàêò — 10 ìë/ë, NaCl —
10 ã/ë, pH 7.0. Äëÿ äâóõôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (Schultz,
Gerhardt, 1969) èñïîëüçîâàëè êîëáû Ýðëåíìåéåðà îáúå-
ìîì 750 ìë ñ 2—3 ðåáðàìè (ñêëàäêàìè ñòåêëÿííîé ñòåí-
êè) â ïðèäîííîé ÷àñòè äëÿ ôèêñàöèè àãàðèçîâàííîé ôàçû.
Â êîëáû íàëèâàëè ïî 200 ìë ñòåðèëüíîé ñðåäû 2LBS ñ
3 % àãàðà. Ïîñëå çàòâåðäåâàíèÿ àãàðèçîâàííîãî ñëîÿ íà
íåãî íàëèâàëè 50 ìë ñòåðèëüíîé ñðåäû 2LBS èëè ôèëü-
òðîâàííîé âîäû; â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ñèñòåìó îñòàâëÿëè
óðàâíîâåøèâàòüñÿ â òå÷åíèå íî÷è. Â êà÷åñòâå èíîêóëÿòà
èñïîëüçîâàëè 18—20-÷àñîâóþ êóëüòóðó, ïîñåâíàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿëà 5—7 % ïî îáúåìó. Ïîñëå çàñåâàíèÿ
ñèñòåìó èíêóáèðîâàíèÿ íà ðîòîðíîé êà÷àëêå ïðè
200 îá/ìèí 24 ÷. Äëÿ áîëåå ïîëíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ïèòà-
òåëüíûõ âåùåñòâ ñðåäû ïîëó÷åííûå 50 ìë êóëüòóðàëüíîé
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æèäêîñòè (ÊÆ) ñëèâàëè â ïóñòûå ñòåðèëüíûå êîëáû, àãà-
ðèçîâàííûé ñëîé âíîâü çàëèâàëè 50 ìë ñòåðèëüíîé 2LBS.
Ïîñåâíûì ìàòåðèàëîì ñëóæèëè áàêòåðèè, çàäåðæàâøèåñÿ
íà àãàðèçîâàííîì ñëîå. ×åðåç 24 ÷ âñòðÿõèâàíèÿ ýòè âòî-
ðûå 50 ìë ÊÆ ñëèâàëè â äðóãèå ïóñòûå êîëáû, òðåòèé ðàç
âëèâàëè 50 ìë 2LBS. Ñëèòûå ïîðöèè ñóòî÷íîé ÊÆ èíêó-
áèðîâàëè 24 ÷ áåç âñòðÿõèâàíèÿ.

Ïðèðîñò áèîìàññû îïðåäåëÿëè ïî ìàññå îñàäêà áàêòå-
ðèé, îòìûòîãî áóôåðîì Ò (20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5) è ïî
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ÊÆ ïðè 600 íì.

Ïðè î÷èñòêå ïðîòåàçû âñå ïðîöåäóðû ïðîâîäèëè ïðè
0 °Ñ, õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ñòàäèè — ïðè 20 °Ñ. Êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ÊÆ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
5000 g. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áåñêëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà îñàäîê
áàêòåðèé ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå Ò äî êîíöåíòðàöèè
200 ã/ë. Äîáàâëÿëè ñóõîé ñóëüôàò àììîíèÿ äî 30%-íîãî
íàñûùåíèÿ ïðè 0 °Ñ è ðàçðóøàëè ïîðöèÿìè ïî 100 ìë íà
óëüòðàçâóêîâîì äåçèíòåãðàòîðå ÓÇÄÍ-1 Ó 4.2 ïðè ÷àñòî-
òå 22 êÃö è ìîùíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùåé 0.2 À, 40 ðàç ïî
15 ñ ïðè àêòèâíîì ïåðåìåøèâàíèè ñ ïðîìåæóòêàìè äëÿ
îõëàæäåíèÿ. Öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 17 500 g 30 ìèí. Áåë-
êè ñóïåðíàòàíòà âûñàëèâàëè ñóëüôàòîì àììîíèÿ äî
90%-íîãî íàñûùåíèÿ è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 5000 g
40 ìèí. Ê îñàäêó äîáàâëÿëè ïîëòîðà îáúåìà áóôåðà Ò,
÷òîáû â ïîëó÷åííîì ñóììàðíîì îáúåìå êîíöåíòðàöèÿ
ñóëüôàòà àììîíèÿ ñîñòàâëÿëà îêîëî 0.8 Ì (Ñêîóïñ, 1985).

Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò ïðîòåàçû â êîëè÷åñòâå
500—600 ìã áåëêà ïðè ñêîðîñòè 0.3 ìë/ìèí íàíîñèëè íà
ãèäðîôîáíûé ñîðáåíò ôåíèëñåôàðîçó CL-4B, óðàâíîâå-
øåííûé 1 Ì (NH4)2SO4 â áóôåðå Ò (13 ìë ñåôàðîçû â êî-
ëîíêå äèàìåòðîì 6 ìì). Êîëîíêó ïðîìûâàëè 30 ìë 0.8 Ì
è ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì îò 0.80 äî 0.08 Ì (NH4)2SO4 â áó-
ôåðå Ò (îáúåì ãðàäèåíòà 100 ìë) è äàëåå ýëþèðîâàëè ïðî-
òåàçó 55—60 ìë áóôåðà Ò. Îòáèðàëè ïåðâûå 15 ìë ýëþàòà
è íà âûõîä êîëîíêè ïîäêëþ÷àëè êîëîíêó ñ óðàâíîâåøåí-
íûì áóôåðîì Ò àíèîíîáìåííèêîì Q-ñåôàðîçà Fast Flow
(7 ìë â êîëîíêå äèàìåòðîì 4 ìì). Ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ

âñåãî îáúåìà áóôåðà Ò ïåðâóþ êîëîíêó îòñîåäèíÿëè è íà
Q-ñåôàðîçó íàíîñèëè îòîáðàííûå ïåðâûå 15 ìë ýëþàòà ñ
ôåíèëñåôàðîçû. Ýëþèðîâàëè ECP32 ñ Q-ñåôàðîçû 15 ìë
200 ìÌ NaCl â áóôåðå Ò ïðè ñêîðîñòè 0.4 ìë/ìèí, êîí-
öåíòðèðîâàëè è äîî÷èùàëè ïðåïàðàò óëüòðàôèëüòðàöèåé.
Èñïîëüçîâàëè ÿ÷åéêè: äëÿ êîíöåíòðèðîâàíèÿ è óäàëåíèÿ
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðèìåñåé ñ ìåìáðàíàìè ñ MWCO
30 êÄà, äëÿ óäàëåíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ïðèìåñåé — ñ
MWCO 100 êÄà.

Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ìèêðîáèóðåòîâûì
ìåòîäîì (Itzhaki, Gill, 1964).

Ïðîòåîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ îïðåäåëÿ-
ëè ïî ñïîñîáíîñòè ãèäðîëèçîâàòü G-àêòèí. Èñïîëüçîâàëè
ñâåæåïðèãîòîâëåííûå (Spudich, Watt, 1991), 1 ðàç çàìîðî-
æåííûå èëè ñâåæåðàçâåäåííûå ëèîôèëüíî âûñóøåííûå
ïðåïàðàòû àêòèíà. Ê ðàñòâîðó G-àêòèíà (1 ìã/ìë â
0.5 ìÌ ÀÒÐ, 0.2 ìÌ CaCl2 è 2 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5) äîáàâ-
ëÿëè ðàâíûé îáúåì ðàçâåäåííîãî â áóôåðå Ò ïðåïàðàòà
ïðîòåàçû ñ êîíöåíòðàöèåé áåëêà íå áîëåå 1 ìã/ìë. Ñìåñü
èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 20 °Ñ è ïîäâåðãàëè Ds-Na-ÏÀÀÃ-
ýëåêòðîôîðåçó (Laemmli, 1970). Ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü âû÷èñëÿëè èç ñîîòíîøåíèÿ ïîãëîùåíèÿ îêðàøåí-
íûõ êóìàññè ÿðêî-ãîëóáûì G-250 çîí ïðîäóêòà ïðîòåîëè-
çà (36 êÄà) è èíòàêòíîãî àêòèíà (ðèñ. 2). Çà 1 åä. àêòèâíî-
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Ðèñ. 1. Òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà ìîíîìåðà àêòèíà (èñïîëüçîâàíû
äàííûå èç ðàáîòû Holmes et al., 1990).

Ñòðåëêîé óêàçàíî ìåñòî âîçäåéñòâèÿ ïðîòåàçû ÅÑÐ32.

Ðèñ. 2. Ðàñùåïëåíèå G-àêòèíà ïðîòåàçîé ÅÑÐ32.

Ýëåêòðîôîðåãðàììà â 12.5%-íîì Ds-Na-ÏÀÀÃ: 1 — áåëêè-ìàðêåðû (ñëå-
âà óêàçàíà èõ ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà, êÄà); 2 — èíòàêòíûé G-àêòèí; 3—5 —
G-àêòèí, îáðàáîòàííûé áåñêëåòî÷íûì ýêñòðàêòîì ïðîäóöåíòà ÅÑÐ32
ïðè ñîîòíîøåíèè êîíöåíòðàöèé áåëêà-ñóáñòðàòà è ýêñòðàêòà 10 : 1. Âðå-

ìÿ èíêóáàöèè ïðè 20 °Ñ: 1 (3), 2 (4) è 24 (5) ÷.



ñòè ïðèíèìàëè êîëè÷åñòâî ïðîòåàçû, ãèäðîëèçóþùåå
100 ìêã G-àêòèíà çà 1 ÷ ïðè 20 °Ñ.

Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ECP32 ïîëó÷àëè ïî
îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Ìîðîçîâà è äð., 2001). Âåñ-
òåðí-áëîòèíã ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå (Tow-
bin et al.,1979) ñ íåçíà÷èòåëüíûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè IgG, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé. Âèçóàëèçèðîâàëè ðåçóëüòàò
ðåàêöèè ïðè ïîìîùè 3,3�-äèàìèíîáåíçèäèíòåòðàõëî-
ðèäà.

Äëÿ âûáîðà ñïîñîáà ñòàáèëèçàöèè ECP32 â ðàçáàâ-
ëåííûõ ðàñòâîðàõ î÷èùåííûé ïðåïàðàò ECP32 ðàçâîäèëè
äî êîíöåíòðàöèè 0.02 ìêã/ìë: â áóôåðå Ò (êîíòðîëüíàÿ
ïðîáà), èëè â 1 ìã/ìë ÁÑÀ, èëè 0.01—0.05 % Òðèòîíà
Õ-100, èëè 5—25 % ãëèöåðèíà â òîì æå áóôåðå è èíêóáè-
ðîâàëè 16 ÷ ïðè 4 °Ñ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û ïîëó÷åíû îò ôèðì
Sigma è Difco (ÑØÀ), Serva è Merck (Ãåðìàíèÿ), Fluka
(Øâåéöàðèÿ), íîñèòåëè äëÿ êîëîíî÷íîé õðîìàòîãðà-
ôèè — îò ôèðì LKB-Pharmacia (Øâåöèÿ) è Whatman
(ÑØÀ), ìåìáðàíû äëÿ ôèëüòðàöèè è áëîòèíãà — îò ôèðì
Amicon (ÑØÀ) è Sartorius ( Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Â û ñ î ê î ý ô ô å ê ò è â í û é ì å ò î ä ï î ë ó ÷ å í è ÿ
E C P 3 2 - ñ î ä å ð æ à ù å é á è î ì à ñ ñ û. Ïðè äâóõôàçíîì
êóëüòèâèðîâàíèè ïðè ñîîòíîøåíèè òâåðäîé è æèäêîé ôàç
200 : 50 êîíöåíòðàöèÿ áèîìàññû äîñòèãàëà 83 ã/ë, òîãäà
êàê ëó÷øåå çíà÷åíèå, ïîëó÷åííîå ïðè ìàêñèìàëüíî âîç-
ìîæíîì óðîâíå àýðàöèè äëÿ îáû÷íîãî íàðàùèâàíèÿ â
æèäêîé ñðåäå (50 ìë ñðåäû â êîëáå 750 ìë íà êà÷àëêå),
ñîñòàâëÿåò 12 ã/ë. Äàæå ïðè ïîâòîðíîì èñïîëüçîâàíèè
àãàðèçîâàííîãî ñëîÿ â äâóõôàçíîé ñèñòåìå (ñì. ðàçäåë
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà») ïîëó÷åíà êîíöåíòðàöèÿ áèîìàñ-
ñû â æèäêîé ñðåäå 11—12 ã/ë.

Â î ç ì î æ í î ñ ò è á û ñ ò ð î ã î â û ä å ë å í è ÿ E C P 3 2,
î ñ í î â à í í î ã î í à è í ä è â è ä ó à ë ü í û õ ñ â î é ñ ò â à õ
á å ë ê à. Ïðè î÷èñòêå ëþáîãî íîâîãî áåëêà ñòðàòåãèÿ â öå-
ëîì óíèâåðñàëüíà — îòäåëåíèå îò äðóãèõ áåëêîâ ïî ðàç-
ìåðó, çàðÿäó è ãèäðîôîáíîñòè. Ðàíåå ðàçðàáîòàííûå
(ðèñ. 3, À, Á) ïðîöåäóðû î÷èñòêè ECP32 íå âûõîäÿò çà
ðàìêè ýòîé ñòðàòåãèè. Ðàññìàòðèâàÿ èíäèâèäóàëüíûå
ñâîéñòâà áåëêà, ìîæíî îáíàðóæèòü òàêèå, êîòîðûå ïîçâî-
ëÿò ââåñòè â âûäåëåíèå ñòàäèþ ñ î÷åíü âûñîêîé ñòåïåíüþ
î÷èñòêè.

Íà ïîðÿäêè ýôôåêòèâíåå äðóãèõ àôôèííûå ìåòîäû.
Íà áàçå ïîëó÷åííûõ àíòèòåë ðàíåå íàìè áûë ïðåäëîæåí
ìåòîä àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè (Ìîðîçîâà è äð., 2001).
Âûõîä ïðîòåàçû ñîñòàâëÿë ëèøü 5—6 %. Âîçìîæíî, ýòî
ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì ôóíêöèîíèðîâàíèÿ àíòèòåë ïðè èõ
èììîáèëèçàöèè íà ãðàíóëàõ õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî íîñè-
òåëÿ. Èììîáèëèçàöèþ ìîæíî èñêëþ÷èòü, èñïîëüçóÿ, íà-
ïðèìåð, àôôèííóþ óëüòðàôèëüòðàöèþ ñ òåìè æå àíòèòå-
ëàìè. Îêðàñêîé â èììóíîáëîòèíãå è â Ds-Na-ÏÀÀÃ-
ýëåêòðîôîðåçå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âçàèìîäåéñòâèè
ïðîòåàçû ñ àíòèòåëàìè â ðàñòâîðå ïîëó÷àëñÿ íå àêòèâ-
íûé, íî ïîëíîñòüþ ñîõðàíèâøèé áåëêîâóþ çîíó ECP32
ïðåïàðàò. Ê ñîæàëåíèþ, ïðè äîáàâëåíèè 1 Ì èîäèñòîãî
êàëèÿ äëÿ äèññîöèàöèè êîìïëåêñà ïðîòåàçà—àíòèòåëà
íè àêòèâíîñòè, íè çîíû ECP32 â ïðåïàðàòå íå îáíàðóæè-
ëè. Îñóùåñòâèòü ðàçðûâ âûñîêîïðî÷íîé ñâÿçè àíòè-
ãåí—àíòèòåëî áåç ðàçðóøåíèÿ ìîëåêóëû ïðîòåàçû íå
óäàëîñü.

Â ñëó÷àå óñòîé÷èâîñòè áåëêà ê çíà÷åíèþ pH èëè òåì-
ïåðàòóðû áîëüøàÿ ÷àñòü äðóãèõ áåëêîâ ýêñòðàêòà ìîæåò
áûòü óäàëåíà êîàãóëÿöèåé.

Ïðè pH 3.5—9.0 ïðîòåàçà íå òåðÿëà àêòèâíîñòè, ïðè
âîçäåéñòâèè pH 3.0 è 9.0—11.0 âîññòàíîâëåíèå àêòèâíî-
ñòè âîçìîæíî ëèøü ïðè íåìåäëåííîé íåéòðàëèçàöèè ïðå-
ïàðàòà. Ïîñëå 30 ìèí ïðîãðåâà ïðè 56 °Ñ ïîëíîñòüþ èñ÷å-
çàëè êàê àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, òàê è çîíà ïðîòåàçû 32 êÄà
íå òîëüêî â Ds-Na-ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåçå ïðè îêðàñêå Êó-
ìàññè, íî è â èììóíîáëîòèíå ñ àíòè-ECP32-àíòèòåëàìè.
Òàêàÿ æå êàðòèíà íàáëþäàëàñü ïðè ïðîãðåâå ïðè 43 °Ñ â
òå÷åíèå 15 ÷. Îäíàêî ïðè èíãèáèðîâàíèè àêòèâíîñòè
ECP32 ïåðåä íàãðåâàíèåì äî 50—56 °Ñ äîáàâëåíèåì ê
ïðåïàðàòó ECP32 0.5 % Ds-Na, èëè 2 ìÌ î-ôåíàíòðîëèíà,
èëè 4 ìÌ ÝÄÒÀ, èëè ïðè ñíèæåíèè pH äî 2.7 ïîëó÷àëè
íå àêòèâíûé ïðåïàðàò, íî ñîäåðæàùèé ECP32 áåëêîâóþ
çîíó. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðè ïðîãðåâå èíòàêòíîé ïðîòåàçû
ïðîèñõîäèò àâòîïðîòåîëèç è àêòèâíîñòü òåðÿåòñÿ íåîáðà-
òèìî.

Óñòîé÷èâîñòü ê ìî÷åâèíå ìîæåò ïîçâîëèòü âûäåëÿòü
áåëîê â îäíó ñòàäèþ ìåòîäîì ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåçà ñ ìî-
÷åâèíîé (Panyim, Chalkley, 1969), óñòîé÷èâîñòü ê
Ds-Na — ìåòîäîì Ds-Na-ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåçà (Laemmli,
1970).

Ïðè îáðàáîòêå ïðîòåàçû 1.6 Ì ìî÷åâèíîé ECP32-àê-
òèâíîñòü ñîñòàâëÿëà îêîëî 60 % îò èñõîäíîé, ïðè îáðà-
áîòêå 4 Ì — ìåíåå 15 %, íåçàâèñèìî îò âðåìåíè èíêóáà-
öèè ôåðìåíòà ñ ìî÷åâèíîé. Ïðè ïîñëåäóþùåì äèàëèçå
ïîñëå îáðàáîòêè ìî÷åâèíîé â êîíöåíòðàöèè îò 4 äî 8 Ì
àêòèâíîñòü âîññòàíàâëèâàëàñü îò 90 äî 55 % ñîîòâåòñò-
âåííî.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî áîëüøèíñòâî ôåðìåíòîâ íåîáðà-
òèìî èíàêòèâèðóåòñÿ Ds-Na, ìíîãèå ïðîòåàçû î÷åíü
óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ ýòîãî àãåíòà äàæå ïðè äëèòåëüíîé
èíêóáàöèè (Waehneldt, 1975; Paech et al.,1993). Ìàëûå êî-
ëè÷åñòâà Ds-Na ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü ïðîòåîëèòè÷å-
ñêèå ôåðìåíòû è äàæå âëèÿòü íà èõ ñïåöèôè÷íîñòü (Myk-
les, Haire, 1991). Ìåòîäè÷åñêè óäîáíûì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
Ds-Na ìîæåò áûòü óäàëåí èç ðåàêöèîííîé ñðåäû ïðîñòûì
âûñàæèâàíèåì KCl; èçâåñòíî, ÷òî îáðàçóþùèéñÿ îñàäîê
ïðàêòè÷åñêè íå óâëåêàåò ñ ñîáîé áåëîê èç ðàñòâîðà (Suzu-
ki, Terada, 1988). Ïðè èíêóáèðîâàíèè ECP32 ñ 0.2—1.0 %
Ds-Na íàáëþäàëè ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå ôåðìåíòà. Ïî-
ñëå äîáàâëåíèÿ ê ïðåïàðàòó ñ 0.3 % Ds-Na KCl â êîëè-
÷åñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì äâîéíîìó ñòåõèîìåòðè÷åñêîìó
îòíîøåíèþ ê Ds-Na, ïðîòåàçà âîññòàíàâëèâàëà 70 % èñ-
õîäíîé àêòèâíîñòè; â ñëó÷àå 1 % Ds-Na àêòèâíîñòü
íå âîññòàíàâëèâàëàñü. Ïðè îáðàáîòêå ECP32 Ds-Na â êîí-
öåíòðàöèÿõ íèæå 0.15 % âïëîòü äî 0.025 % ïðè îäíî-
âðåìåííîì äîáàâëåíèè ñóáñòðàòà íàáëþäàëè áûñòðûé
íåîãðàíè÷åííûé ïðîòåîëèç ïîñëåäíåãî. Ïðè äëèòåëü-
íîé (15 ÷) èíêóáàöèè ECP32 ñ 0.05 % Ds-Na ïðè 20 °Ñ áåç
ñóáñòðàòà ïðåïàðàò ïîëíîñòüþ òåðÿë àêòèâíîñòü; ïðîèñ-
õîäèëî è ðàçðóøåíèå ôåðìåíòà, òàê êàê ïðè èììóíîáëî-
òèíãå ñ àíòè-ECP32-àíòèòåëàìè çîíó ïðîòåàçû â ïðåïà-
ðàòå íå îáíàðóæèâàëè. Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ãîâîðèòü
îá àêòèâàöèè ECP32 íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè Ds-Na,
ïðèâîäÿùåé â îòñóòñòâèå ñóáñòðàòà ê àâòîïðîòåîëèçó
ôåðìåíòà.

Òàêèì îáðàçîì, ECP32 ñîõðàíÿåòñÿ ëèøü â áëèçêèõ ê
ôèçèîëîãè÷åñêèì óñëîâèÿõ, âîçìîæíîñòè îäíîñòàäèéíî-
ãî âûñîêîýôôåêòèâíîãî âûäåëåíèÿ îãðàíè÷åíû.

Ðàçðàáîòàííûé ý ê ñ ï ð å ñ ñ - ì å ò î ä â û ä å ë å í è ÿ
E C P 3 2 (ðèñ. 3, Â) ñîñòîèò âñåãî èç ÷åòûðåõ ñòàäèé (ëè-
çèðîâàíèå, âûñàëèâàíèå, îäíîýòàïíàÿ äâóõñòóïåí÷àòàÿ
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õðîìàòîãðàôèÿ è óëüòðàôèëüòðàöèÿ) ïðîòèâ ñåìè â ñõå-
ìå Á è íå òðåáóåò âûñîêîòåõíîëîãè÷íîãî îáîðóäîâàíèÿ
(FPLC), êàê â ñõåìå À (ðèñ. 3). Ðåàëèçàöèÿ ñõåì À è Á òðå-
áîâàëà íåñêîëüêèõ íåäåëü ðàáîòû, ïî ïðåäëàãàåìîé ñõåìå
Â âûäåëåíèå çàíèìàåò 3 ðàáî÷èõ äíÿ. Íà âûõîäå ñòàäèè 4
(ñõåìà Â) ïîëó÷åí ïðåïàðàò ñ ïî÷òè 100-êðàòíîé ñòåïåíüþ
î÷èñòêè (âûñàëèâàíèå îáåñïå÷èâàëî óâåëè÷åíèå óäåëüíîé
àêòèâíîñòè â 1.2 ðàçà, õðîìàòîãðàôè÷åñêàÿ ñòàäèÿ — â
10 ðàç, óëüòðàôèëüòðàöèÿ — â 8 ðàç) ïðè âûõîäå 40 %.

Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè î÷èñòêè ìîæíî ýëþèðîâàòü
ïðåïàðàò ñ Q-ñåôàðîçû ãðàäèåíòîì ñîëè, ôðàêöèîíèðî-
âàòü, êàê ðàíåå (Matveyev et al.,1996; Ìîðîçîâà è äð.,
2001), à íå ñîáèðàòü åäèíûì ïóëîì. Â ñèëó óïðîùåíèÿ
ïðîöåññà íàðàáîòêè áèîìàññû ìîæíî íå äîî÷èùàòü ìàòå-
ðèàë ñ íèçêîé àêòèâíîñòüþ, îòáèðàÿ ëèøü ëó÷øèå ôðàê-
öèè. Ñòåïåíü î÷èñòêè ìíîãîêðàòíî âîçðàñòåò, îäíàêî âû-
ñîêîî÷èùåííûå ïðåïàðàòû ïðîòåàçû ñ íèçêîé êîíöåíòðà-
öèåé áåëêà è ïðè çàìîðàæèâàíèè, è ïðè õðàíåíèè ïðè
4 °Ñ òåðÿþò àêòèâíîñòü.

×òîáû âûÿâèòü âîçìîæíîñòè ñîõðàíåíèÿ ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè, ïðåïàðàò ECP32 ñ áîëåå ÷åì
1000-êðàòíîé ñòåïåíüþ î÷èñòêè ðàçâîäèëè äî êîíöåíòðà-
öèè 0.02 ìêã/ìë â ðàñòâîðàõ ÁÑÀ, Òðèòîíà Õ-100 èëè ãëè-
öåðèíà. ×åðåç 16 ÷ èíêóáàöèÿ ïðè 4 °Ñ â êîíòðîëüíîé
ïðîáå àêòèâíîñòü óïàëà äî 5 % îò èñõîäíîé, â ïðîáå ñ
1 ìã/ìë ÁÑÀ îíà ñîñòàâëÿëà 150 %. Òðèòîí Õ-100 è ãëè-
öåðèí çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü íå îêàçûâàëè.
Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ ïðîòåêòèðîâàíèÿ ïðîòåàçû â ðàçáàâ-
ëåííûõ ðàñòâîðàõ öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü ÁÑÀ. Íî
÷àñòî ýòîãî íå ïîçâîëÿþò óñëîâèÿ ïîñëåäóþùåãî ýêñïå-
ðèìåíòà ñ àêòèíîì.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ èññëåäîâàíèé àêòèíà äîñ-
òàòî÷íà ïîëó÷àåìàÿ â ýêñïðåññ-ìåòîäå 100-êðàòíàÿ ñòå-
ïåíü î÷èñòêè ôåðìåíòà. Îòñóòñòâèå ñîïóòñòâóþùèõ ïðè-
ìåñåé, èñêàæàþùèõ ðåçóëüòàòû, ïîäòâåðæäåíî ïðè ïî-
ìîùè ïðåïàðàòîâ, îáðàáîòàííûõ àíòè-ECP32-àíòèòå-
ëàìè, ò. å. èçáèðàòåëüíî ëèøåííûõ òîëüêî ECP32-àêòèâ-
íîñòè.
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Ðèñ. 3. Ñõåìû î÷èñòêè ïðîòåàçû ÅÑÐ32.

à — ïî: Matveyev et al., 1996: Á — ïî: Ìîðîçîâà è äð., 2001; Â — ñîãëàñíî äàííûì íàñòîÿùåé ðàáîòû. Ôåíèëñåôàðîçà — íîñèòåëü äëÿ ðàñïðåäåëèòåëü-
íîé õðîìàòîãðàôèè; ÄÝÀÝ, QSFF, MonoQ è MonoS — èîíîîáìåííèêè; FPLC — óñòàíîâêà äëÿ âûñîêîñêîðîñòíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (Phar-

macia). Êîíöåíòðàöèÿ (NH4)2SO4 âûðàæåíà â ïðîöåíòàõ îò êîíöåíòðàöèè íàñûùåííîãî ðàñòâîðà ïðè 0 °Ñ.



Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî êîëè÷åñòâî êèñëîðîäà, ïîñòóïàþùåãî â
ñðåäó, ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ëèìèòèðóþùèì ôàêòîðîì äëÿ
ðîñòà ïðîäóöåíòà è ñèíòåçà ïðîòåàçû. Ãëàâíîé ïðîáëåìîé
áèîñèíòåçà â òàêèõ ñëó÷àÿõ ÿâëÿþòñÿ íèçêàÿ ðàñòâîðè-
ìîñòü êèñëîðîäà â ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ è åãî ìåäëåííàÿ
äèôôóçèÿ ÷åðåç ãðàíèöó ãàç—æèäêîñòü. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ
àýðàöèè íåîáõîäèìî óâåëè÷èâàòü ïëîùàäü ðàçäåëà ôàç:
ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä äâóõôàçíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Á*îëüøàÿ ÷àñòü îáúåìà ïèòàòåëüíîé ñðåäû ôèêñèðîâàíà
àãàðîì íà äíå êîëáû, æèäêàÿ ÷àñòü èìååò ìàëûé îáúåì,
ñëåäîâàòåëüíî, áîëüøîå ñîîòíîøåíèå ïîâåðõíîñòè êîí-
òàêòà ñ âîçäóõîì ê îáúåìó è ïîòîìó î÷åíü èíòåíñèâíî
àýðèðóåòñÿ. Êóëüòóðà ðàçâèâàåòñÿ â æèäêîé ÷àñòè ñðåäû è
çíà÷èòåëüíî êîíöåíòðèðóåòñÿ áëàãîäàðÿ âûñîêîé íàñû-
ùåííîñòè êèñëîðîäîì è íàëè÷èþ îáúåìíîãî ðåçåðâóàðà â
âèäå àãàðèçîâàííîé ÷àñòè, îòêóäà ïîñòóïàþò ïèòàòåëü-
íûå âåùåñòâà è êóäà îòâîäÿòñÿ ïðîäóêòû îáìåíà. Óâåëè-
÷åíèå êîíöåíòðàöèè áàêòåðèé â ÊÆ îñîáåííî âàæíî â
ñâÿçè ñ î÷åíü ïëîõîé ñåäèìåíòàöèåé ïðîäóöåíòà ECP32
äàæå ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ýíòåðîáàêòåðèÿìè.

Ðàíåå ðàçðàáîòàííûå ìåòîäû î÷èñòêè ECP32
(ðèñ. 3, À, Á) èìåëè öåëüþ ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòèâíîãî êî-
ëè÷åñòâà ìàêñèìàëüíî ÷èñòîãî ïðåïàðàòà äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ñàìîãî ôåðìåíòà. Äëÿ óíèâåðñàëüíûõ íîñèòåëåé äî-
ñòèãíóòàÿ ñòåïåíü î÷èñòêè ïðåäåëüíî âûñîêà. Òåïåðü, ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïðîòåàçû êàê èíñòðóìåíòà, äëÿ áîëüøèí-
ñòâà çàäà÷ íå òðåáóåòñÿ ïîëíîé áåëêîâîé ãîìîãåííîñòè
ïðåïàðàòîâ, íåîáõîäèìû ëèøü èõ âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ïî
ECP32 è îòñóòñòâèå ðÿäà äðóãèõ àêòèâíîñòåé, â îñíîâíîì
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ è ÀÒÔàçíûõ. Âûäåëåíèå ECP32 ìîæ-
íî ñäåëàòü ðóòèííûì.

Ïëîõàÿ ñåäèìåíòàöèÿ øòàììà ïðîäóöåíòà è êëåòî÷-
íûõ îáîëî÷åê çàòðóäíÿåò ïðîöåññ ïîëó÷åíèÿ áåñêëåòî÷-
íîãî ýêñòðàêòà. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè âûñàëèâàíèè áåëêîâ ýê-
ñòðàêòà ñóëüôàòîì àììîíèÿ ïðè 30%-íîì íàñûùåíèè
ïðîòåàçà êîëè÷åñòâåííî îñòàåòñÿ â ðàñòâîðå. Ïåðåä îáðà-
áîòêîé óëüòðàçâóêîì â ñóñïåíçèþ êëåòîê äîáàâèëè ñóëü-
ôàò àììîíèÿ, îáúåäèíèâ âðåìÿ äåçèíòåãðàöèè è èíêóáà-
öèè ëèçàòà ñ ñóëüôàòîì äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îñàäêà
(ðèñ. 3, Â, ñòàäèÿ 1). Îñàäîê êëåòî÷íûõ îáîëî÷åê ïîëó-
÷àëñÿ áîëåå ïëîòíûì, â ðåçóëüòàòå âðåìÿ öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ ëèçàòà ñíèçèëè â 2 ðàçà. Ïîòåðè ECP32-àêòèâíîñòè
íå áûëî, à êîíöåíòðàöèÿ îáùåãî áåëêà â ïîëó÷åííîì ýê-
ñòðàêòå ñòàëà íà 3—5 % íèæå êîíòðîëüíîé. Ïîñëåäóþùåå
âûñàëèâàíèå (90 % íàñûùåíèÿ (NH4)2SO4) öåëåâîãî êîì-
ïîíåíòà èç ýêñòðàêòà ïîçâîëèëî ëèêâèäèðîâàòü åùå îäíó
ñòàäèþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ — ïåðâîíà÷àëüíóþ îòìûâêó
áàêòåðèé îò êîìïîíåíòîâ íàòèâíîãî ðàñòâîðà áóôåðîì Ò.
Ïðîâåðèëè, ÷òî ïðè âûñàëèâàíèè áåëêîâ íàòèâíîãî ðàñ-
òâîðà ñóëüôàòîì àììîíèÿ â èíòåðâàëå 30—90 % íàñûùå-
íèÿ îñàäîê íå îáðàçîâûâàëñÿ.

Ïîëó÷åíèå áåñêëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà è î÷èñòêà ôåð-
ìåíòà îáû÷íî ðàçíåñåíû âî âðåìåíè, ïðè ýòîì õðàíå-
íèå çàìîðîæåííûõ ýêñòðàêòîâ âñåãäà ñâÿçàíî ñ ðèñêîì.
Ýêñòðàêò â âèäå îñàäêà ñ 90 % ñóëüôàòà àììîíèÿ õðàíèò-
ñÿ ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ëåò áåç ïîòåðè àêòèâ-
íîñòè.

Èç ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ áåëêîâ (Ñêîóïñ,
1985) áîëüøèíñòâî ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëèøü ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé î÷èñòêè ýêñòðàêòà, òàê êàê äëÿ íèõ íå-
äîïóñòèìî ïðèñóòñòâèå êëåòî÷íûõ îðãàíåëë, ôðàãìåíòîâ
ìåìáðàí, íåáåëêîâûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíå-
íèé. Îáû÷íî ýòî âûñàëèâàíèå è(èëè) áýò÷-èîíîîáìåí

(ÄÝÀÝ, ðèñ. 3, À, Á). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, òðàäèöèîííàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè âêëþ÷à-
åò â ñåáÿ âíà÷àëå áîëåå ïðîèçâîäèòåëüíóþ, íî ìåíåå
îãðàíè÷åííóþ ïî îáúåìó è ñîñòàâó ïðåïàðàòà èîíîîá-
ìåííóþ (QSFF, ðèñ. 3, À, Â), à çàòåì ðàñïðåäåëèòåëüíóþ
(ôåíèëñåôàðîçà) ñòàäèè. Òîãäà âûñàëèâàíèå èëè áýò÷-
õðîìàòîãðàôèÿ èñõîäíîãî ïðåïàðàòà ïðè ìàëîé ýô-
ôåêòèâíîñòè åùå è äîáàâëÿåò ñòàäèþ îáåññîëèâàíèÿ ïå-
ðåä èîíîîáìåíîì. Ñîåäèíèòü õðîìàòîãðàôè÷åñêèå êîëîí-
êè â áàòàðåþ òàêæå íåâîçìîæíî, ïîòîìó ÷òî ðàñïðåäåëè-
òåëüíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ òåì ýôôåêòèâíåå, ÷åì ìåíüøå
îáúåì íàíîñèìîé ïðîáû, è ðàçáàâëåííûé ïîñëå èîíîîá-
ìåíà ïðåïàðàò ïðèõîäèòñÿ êîíöåíòðèðîâàòü (âûñàëèâàíè-
åì, ðèñ. 3, À, Á).

Íàì óäàëîñü, ïî-âèäèìîìó, äîáèòüñÿ ñîîñàæäåíèÿ
ìåëêèõ ôðàãìåíòîâ ìåìáðàí è îðãàíåëë ñ îñàäêîì êëå-
òî÷íûõ îáîëî÷åê ïðè 30%-íîì íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àì-
ìîíèÿ è óäàëåíèÿ êðèòè÷åñêîãî êîëè÷åñòâà íåáåëêîâûõ
ïðèìåñåé ñ ñóïåðíàòàíòîì ïîñëå âûñàëèâàíèÿ (90 % íà-
ñûùåíèÿ (NH4)2SO4) öåëåâîãî áåëêà. Ïðîòåàçó êîëè÷åñò-
âåííî ñîðáèðîâàëè è ýëþèðîâàëè ñ ôåíèëñåôàðîçû, ïðî-
òî÷íûå õàðàêòåðèñòèêè ñîðáåíòà íå íàðóøàëè. Ïîëó÷åí-
íûé ïðåïàðàò êîíöåíòðèðîâàëè è ýôôåêòèâíî äîî÷èùàëè
íà èîíîîáìåííèêå.

Ðàçðàáîòàí ïðîñòîé â âîñïðîèçâåäåíèè ýêñïðåññ-ìå-
òîä ïîëó÷åíèÿ áàêòåðèàëüíîé ïðîòåàçû ECP32 ñî ñòåïå-
íüþ ÷èñòîòû è óðîâíåì àêòèâíîñòè, îòâå÷àþùèìè âûñî-
êèì òðåáîâàíèÿì ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé àêòèíà. Âñå èñïîëüçóåìûå ñåãîäíÿ â ëàáîðàòîðèÿõ
Ðîññèè, Åâðîïû è ÑØÀ ïðåïàðàòû ôåðìåíòà ïîëó÷åíû
ñîãëàñíî äàííîé ðàçðàáîòêå (Moraczewska et al., 2004;
Wawro et al., 2005; Klenchin et al., 2006).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 02-04-48253 è 05-04-49604).
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THE EXPRESS-METHOD OF OBTAINING PROTEASE ECP32, THE UNIQUE INSTRUMENT
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The protease ECP32 is significant in investigations of actin, the basic protein of muscles and the cytoskele-
ton. The enzyme originates from the natural enterobacteria strain, which accumulates minor amounts of the pro-
tease intracellularly at the post-exponential growth phase. The limiting factor for biosynthesis is the amount of
oxygen that has entered the medium. The highly effective method of two-phase cultivation with vigorous aerati-
on at the exponential growth phase was recommended. Based upon the enzyme properties studied, there is a dec-
reased potential for success when using either the affinity or one-stage purification methods. In order to overco-
me obstacles in the aforementioned methods, a simple method for ECP32 preparation and storage was develo-
ped, with purity and activity levels satisfying the requirements of actin structure and function investigations.

K e y w o r d s: actin, ECP32 protease, limited proteolysis, post-logaryhmic synthesis, bacterial intracellular
enzymes, protein purification.
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