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Пенициллинацилаза из Escherichia Coli широко используется в фармацевтической про-
мышленности в реакции гидролиза природных пенициллинов для получения бета-лактамных
ядер. Проводятся разработки по использованию пенициллинацилазы в реакциях синтеза
при ацилировании широкого круга аминосоединений, для получения полусинтетических
антибиотиков, разделения рацематов хиральных соединений, пептидного синтеза и др. Од-
нако такие факторы, как наличие побочных реакций гидролиза, низкая специфичность и
стереоспецифичность к неприродным субстратам, снижение стабильности в области высо-
ких концентраций реагентов и pH, во многом ограничивают возможности фермента. Среди
возможных путей решения проблемы использование белковой инженерии, как мощного и
тонкого инструмента направленного изменения свойств фермента отличных от природной
функции, представляется оптимальным и перспективным.

В данной работе были использованы последние представления о структуре и меха-
низме действия фермента, а также современные вычислительные и биоинформатические
методы, что позволило выявить горячие точки мутагенеза. Нами были получены и экспе-
риментально изучены новые мутанты пенициллинацилазы, характеризующиеся заметным
улучшением каталитической активности, эффективности ацильного переноса, стереоспе-
цифичности в реакциях с аминоспиртами, щелочной и операционной стабильности. Так,
мутация bF256R приводит к 4-х кратному улучшению эффективности ацильного переноса,
что может найти свое применение в препаративном биокаталитическом синтезе полусинте-
тических бета-лактамных антибиотиков. Мутация bF71A приводит к увеличению стерео-
селективности пенициллинацилазы по отношению к S-фенилацетилфенилаланинолу более
чем на 2 порядка, что можно использовать в биокаталитическом разделении энантиомеров
аминоспирта. Замена bD484N приводит к 10-и кратному увеличению стабильности при pH
10, а также при высоких концентрациях реагентов, что расширяет границы применимости
фермента в реакциях ацилирования аминосоединений.
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