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Феномен устойчивости бактерий к антибиоти-
кам был обнаружен еще до начала их широкого 
использования в клинической практике. К насто-
ящему времени распространенность  резистент-
ных к антибиотикам бактерий (возбудителей ин-
фекционных заболеваний) достигла угрожающего 
уровня и представляет серьезную угрозу для че-
ловека [1–2]. Проблему усугубляют длительность 
времени разработки и высокая стоимость новых 
антибактериальных препаратов [3]. Согласно от-
чету Transparency Market Research, β-лактамные 
антибиотики – наиболее широко используемый 
класс соединений для лечения бактериальных 
инфекций, на их долю приходится около 60% 
мирового рынка антибактериальных препаратов 
[4]. Наиболее распространенный механизм воз-
никновения устойчивости грамотрицательных 
бактерий к β-лактамным антибиотикам обуслов-
лен образованием ферментов β-лактамаз, гидро-
лизующих β-лактамное кольцо антибиотика, в 
результате чего он теряет свою антимикробную 
активность [5, 6]. 

Наиболее распространены сериновые 
β-лактамазы молекулярного класса А, относя-
щиеся к типам TEM, SHV, CTX-M, и КPC [5]. 
Из них наибольшую клиническую угрозу пред-

ставляют β-лактамазы расширенного спектра 
(БЛРС), которые гидролизуют как пеницил-
лины, так и цефалоспорины I–IV поколений 
[7]. Из литературы известно, что эволюция 
β-лактамаз развивается по двум основным ме-
ханизмам: возникновение новых мутаций у из-
вестных ферментов и появление ферментов с 
новой структурой. Описано несколько мутаций 
β-лактамаз, получивших название «ключевых», 
которые способствуют расширению спектра 
субстратной специфичности, изменению ка-
талитической активности и возникновению 
устойчивости к ингибиторам. Эти ключевые 
мутации составляют не более 10% от всех вы-
явленных мутаций в β-лактамазах, большин-
ство из них расположены близко к активному 
центру. Мутации остальных остатков называют 
вторичными или сопутствующими.

β-Лактамаза ТЕМ-1 cтала первым фермен-
том семейства, выделенным из крови инфици-
рованного пациента в начале 1960-х годов [8]. 
Это модельный фермент для изучения влияния 
различных мутаций на ферментативную актив-
ность. К настоящему времени описаны более 200 
мутантных форм этого фермента. В Protein Data 
Bank представлены более 60 структур различных 
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β-лактамаз ТЕМ-типа в комплексе с молекулами 
лекарственных средств и ингибиторов в разном 
разрешении [9–11]. Анализ кристаллических 
структур мутантных форм β-лактамаз показал, 
что точечные мутации остатков, расположенных 
вблизи активного центра, приводят к структур-
ным изменениям, в частности, они существенно 
изменяют конфигурацию петель активного цен-
тра. Это приводит к изменениям каталитической 
активности и субстратной специфичности фер-
ментов [12–14]. Влияние вторичных мутаций 
остатков, удаленных  от активного центра и рас-
положенных на периферийной части белковой 
глобулы, до сих пор плохо изучено. Исключе-
ние представляют β-лактамазы с единичной му-
тацией М182Т и ее комбинацией с ключевыми 
мутациями. Для этих ферментов установлено 
стабилизирующее влияние такой замены, за-
ключающееся в компенсации дефектов фермен-
тативной стабильности, вызванных ключевыми 
мутациями [10, 15]. Однако детальный молеку-
лярный механизм компенсаторного эффекта дан-
ной мутации пока не установлен. Для изучения 
механизмов влияния мутаций β-лактамаз на ста-
бильность белковой глобулы и ее элементов был 
предложен метод построения сетей внутрибел-
ковых взаимодействий RINs (Residue Interaction 
Networks) на основе анализа траекторий моле-
кулярной динамики [16]. При построении сетей 
RINs для β-лактамаз с заменой М182Т выявлено 
перераспределение внутрибелковых контактов 
от остатка 182 до остатков Ω-петли (важного 
структурного элемента сериновых β-лактамаз), 
включающей остатки от R164 до D179 и распо-
ложенной у входа в активный центр. Ключевую 
роль в изменении сети контактов аминокислот-
ных остатков, предположительно, играет оста-
ток R65. 

Цель данной работы – экспериментальное 
изучение роли остатка R65 в стабилизирующем 
влиянии замены М182Т у β-лактамаз ТЕМ-
типа. Для этого были получены и исследованы 
рекомбинантные β-лактамазы ТЕМ-1, имеющие 
единичные замены R65L, М182А и комбинацию 
замен R65L и М182Т.

Экспериментальная часть

В работе использовали реагенты производ-
ства «Sigma-Aldrich» (http://www.sigmaaldrich.
com), Difco (http://www.bd.com). Для работы с 
ДНК использованы наборы QIA Spin Miniprep 
Kit и QIAquick Gel extraction Kit (https://
www.qiagen.com). Использовали ферменты 

рестрикции и модификации ДНК производ-
ства «New England Biolabs» (https://www.neb.
com), «Thermo Fisher Scientific» (https://www.
thermofisher.com). Синтез олигонуклеотидов 
для секвенирования и ПЦР осуществлялся в 
компании «Синтол» (https://www.syntol.ru). 
Секвенирование ДНК проводили в компании 
«Евроген» (http://evrogen.ru). Для определения 
концентрации белка использовали BCA тест-
набор («Sigma-Aldrich»); носители для хрома-
тографической очистки SOURCETM 15Q (http://
www.gehealthcare.com). Все водные растворы 
готовили на деионизованной воде «Milli-Q» 
(http://www.merckmillipore.com).

Микроорганизмы, среды, плазмиды и олиго-
нуклеотиды. Для генетических манипуляций ис-
пользовали клетки E. coli линии DH5α и плазмид-
ный вектор pET-24, а для экспрессии белка – E. 
coli BL21(DE3) («Novagen», США). Клетки куль-
тивировали в среде LB (1,0%-й экстракт дрожжей; 
1,0%-й пептон; 0,5%-й NaCl), содержащей 50 мг/л 
канамицина. 

Для получения компетентных клеток E. coli 
культуру наращивали до OD600 0,4–0,6 в 50 мл 
среды LB, клетки отделяли от культуральной сре-
ды центрифугированием (3500 g при 4 °С в тече-
ние 10 мин). Осадок клеток ресуспендировали на 
льду в буфере TSS (буфер на основе среды LBS, 
содержащий на 100 мл 10 г ПЭГ-6000, 5 мл DMSO 
и 0,6 г MgCl2; рН 6,5), выдерживали в течение 1 ч 
на льду и замораживали при –80 °С.

Поиск нуклеотидных последовательностей 
генов β-лактамаз осуществляли на сайтах кли-
ники «Lahey» (www.lahey.org/studies/) и Евро-
пейского института биоинформатики (www.ebi.
ac.uk/). Выравнивание последовательностей 
β-лактамаз осуществляли с помощью програм-
мы Multiple alignment, Multaline DNA (http://
npsa-pbil.ibcp.fr/). Транслирование нуклеотид-
ной последовательности ДНК в аминокислот-
ную проводили на сервере ExPASy Translate 
tool (http://expasy.org/tools/dna.html). Расчет pI и 
Mw белка выполняли на этом же сервере (http://
au.expasy.org/tools/pi_tool.html).

Введение мутаций методом Quick Change. 
Амплификацию проводили с использованием Pfu-
полимеразы в общем объеме 25 мкл в тонкостен-
ных пробирках (0,2 мл) в ДНК-амплификаторе по 
следующему протоколу: начальная денатурация 
при 95 °С (2 мин); 15 циклов амплификации: 
денатурация при 95 °С (30 с); отжиг праймеров 
при 55 °С (1 мин); элонгация при 72 °С (7 мин); ко-
нечная элонгация при 72 °С (10 мин); охлаждение 
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смеси до +4 °С. В полученную после ПЦР смесь 
добавляли рестриктазу DpnI, инкубировали при 
37 °С в течение 1 ч и далее использовали для 
трансформации клеток Е. coli DH5α. В качестве 
матрицы применяли вектор pET-24а(+) с клони-
рованным геном ТЕМ-1 β-лактамазы [7, 8]. 

Для введения мутаций использовали праймеры: 
R65L 
Прямой: 5′-gccccgaagaactttttccaatgatg-3′;
обратный: 5′- catcattggaaaaagttcttcggggc-3′;
M182A
прямой: 5′- gtgacaccacggcgcctgcagcaatg-3′; 
обратный: 5′-cattgctgcaggcgccgtggtgtcac-3′; 
M182T
прямой: 5′-gtgacaccacgacgcctgcagcaatg-3′; 
обратный: 5′-cattgctgcaggcgtcgtggtgtcac–3′.
Культивирование клеток E. coli. Клетки 

E. coli наращивали в среде LB с канамицином 
(50 мкг/мл). В качестве индуктора использова-
ли ИПТГ. Клетки выращивали при 30 °С, пере-
мешивая (180 об/мин) до значения оптического 
поглощения 0,8–1,2 ед. при 600 нм, далее инду-
цировали 0,1 мМ ИПТГ и продолжали культиви-
рование в течение 5 ч. Клетки центрифугирова-
ли (3000 g, 4 °С) и хранили при –20 °С.

Выделение и очистка рекомбинатных му-
тантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа. Для 
выделения периплазматической фракции ис-
пользовали метод осмотического шока. Клетки 
размораживали на льду и ресуспендировали в 
буфере, содержащем 20% сахарозы, 1 мМ ЭДТА 
и 10 мМ Трис/HCL (рН 8,0); инкубировали на 
льду в течение 15 мин. Образовавшиеся сферо-
пласты удаляли центрифугированием (10 000 g, 
4 °С) в течение 15 мин. Полученный супернатант 
диализовали против 10 мМ Трис/HCL (рН 8,0) и 
использовали для дальнейшей очистки. На колон-
ке SOURCETM 15Q (10 см × 0,75 см2, «GE Life 
Science»), уравновешенной тем же буфером, 
проводили анионо-обменную хроматографию; 
рекомбинантный препарат фермента элюирова-
ли в линейном градиенте (0–300 мМ NaCL, 2 мл/
мин). Фракции, содержащие активный фермент, 
хранили при +4 °С или замораживали при –20 °С. 
Дополнительная стадия очистки включала про-
ведение гель-фильтрационной хроматографии с 
использованием колонки Superose® 12 10/300 GL 
(https://www.gelifesciences.com).

Измерение активности рекомбинантных 
форм β-лактамаз. Активность β-лактамазы по 
субстрату CENTA определяли на спектрофо-
тометре «UV-1602» («Shimadzu», Япония) при                 
25 °С. Образование хромогенного продукта 

детектировали при длине волны 405 нм (∆405 = 
6400 М–1.см–1) [17]. Активность измеряли в 
50 мМ Na-фосфатном буферном растворе 
(pH 7,0). При измерении активности по натив-
ным субстратам использовали следующие пара-
метры: для пенициллина ∆233 = 1140 М–1.см–1; 
для цефалотина ∆262 = 7660 М–1.см–1; для цеф-
тазидима ∆260 = 10 500 М–1.см–1 [18–19].

Определение Km, V и kкат. Для определе-
ния этих параметров 4 мМ раствор субстра-
та β-лактамазы (CENTA, пенициллин, цефа-
лотин, цефтазидим) в 50 мМ Na-фосфатном 
буфере (pH 7,0) и аликвоту фермента (10 мкл) 
добавляли к 50 мМ натрий-фосфатному буфер-
ному раствору (рН 7,0). Общий объем смеси 
составлял 1 мл. Значения начальной скорости 
ферментативной реакции определяли по началь-
ному линейному участку кинетической кривой 
накопления продукта при проведении реакции 
гидролиза (kкат.= V/[E0]). Значения кинетических 
параметров (Km, V) определяли по графикам в 
координатах Лайнуивера-Берка. При расчетах 
полагали, что концентрация активных центров 
ферментов соответствует концентрации фермен-
та в реакционной смеси.

Изучение термостабильности β-лактамаз 
проводили путем выдерживания фермента при 
60 °С в течение 3 ч с периодическим отбором 
аликвот через 10, 20, 30, 60, 90, 120 и 180 мин. 
Концентрация фермента в 50 мМ натрий-фосфат-
ном буфере (рН 7,0) составляла 0,1 мг/мл. Изме-
рение остаточной активности осуществляли при 
комнатной температуре. Для исключения возмож-
ной сорбции фермента в процессе инкубации из-
меряли концентрацию белка во всех отобранных 
аликвотах.

Определение температуры максимальной ско-
рости денатурации (Тпл., °С) и энтальпии дена-
турации β-лактамаз ТЕМ-типа методом диффе-
ренциально сканирующей калориметрии (ДСК) 
было выполнено вед. науч. сотр., канд. биол. 
наук С.Ю. Клеймёновым (ФИЦ «Фундаменталь-
ные основы биотехнологии» РАН).

Результаты и обсуждение

Периплазматическая экспрессия генов 
β-лактамаз ТЕМ-типа в клетках E. coli. Полно-
размерные гены мутантных форм β-лактамазы 
ТЕМ-1, содержащих единичные замены R65L, 
М182А и комбинацию замен R65L и М182Т, полу-
чали  методом экспрессии генов соответствующих 
ферментов в бактериальную периплазму, посколь-
ку ее окислительный потенциал способствует 
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формированию стабильных дисульфидных связей. 
Последовательность генов включала нативную 
сигнальную последовательность для транспорта 
синтезированного белка в периплазму. Мутации в 
ген β-лактамазы дикого типа ТЕМ-1 вводили ме-
тодом Quick-Change. Гены были клонированы в 
плазмидный вектор pET-24 под контролем силь-
ного промотора Т7 по сайтам рестрикции NdeI 
и NotI [20]. Секвенирование показало, что ни на 
одной из стадий клонирования не было введено 
случайных мутаций. Были созданы три штамма E. 
coli – продуценты соответствующих β-лактамаз. 
Создание штамма-продуцента рекосбинантной 
β-лактамазы ТЕМ-135, содержащей единичную 
замену М182Т, описано ранее [21]. Далее были 
оптимизированы условия культивирования бакте-
риальных клеток, получения их периплазматиче-
ских фракций и дальнейшей очистки гомогенных 
рекомбинантных β-лактамаз. Все три изучаемых 
фермента были получены в активной и раство-
римой формах. Стоит отметить, что при одина-
ковых условиях культивирования, индукции, вы-
деления и очистки периплазматические фракции 
всех полученных β-лактамаз характеризовались 
примерно одинаковым уровнем экспрессии ре-

комбинантного белка, за исключением мутанта 
с заменой R65L. У штамма-продуцента данно-
го фермента уровень синтеза целевого зрелого 
белка без сигнальной последовательности был 
крайне низким. При этом  уровень синтеза белка-
предшественника с сигнальной последователь-
ностью был достаточно высоким и сравнимым с 
уровнями синтеза белков-предшественников дру-
гих мутантных форм. Можно предположить, что 
замена R65L влияет на процесс биосинтеза дан-
ного фермента в клетке (фолдинг, транслокацию 
в периплазму, процессинг сигнальной последова-
тельности, протеолиз и др.). 

Определение физико-химических параметров 
рекомбинантных β-лактамаз ТЕМ типа. Срав-
нительное изучение каталитических свойств и 
термостабильности полученных гомогенных пре-
паратов рекомбинантных β-лактамаз позволило 
установить индивидуальное влияние единичных 
аминокислотных замен на свойства ферментов. 
Значения каталитических параметров рекомби-
нантных β-лактамаз (KM, V, kкат.) представлены в 
табл. 1–3. 

Измеренные в настоящей работе величины 
КM и kкат. для рекомбинантных форм β-лактамаз 

Т а б л и ц а  1
Каталитические параметры мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа в отношении гидролиза 

хромогенного субстрата CENTA

β-Лактамаза (база 
данных http://www.

lahey.org)

Мутация KM, 

млМ
Vмакс./[E0], 

c–1
Vмакс./[E0]/KM, 
мкМ–1.с–1

Остаточная              
активность, % 

(3 ч, 60 оС)

TEM-1 – 29 ± 3 109 ± 11 3,7 58 ± 5

TEM-135 M182T 28 ± 3 75 ± 9 2,7 68 ± 7

– R65L 32 ± 1 29 ± 3 0,9 20 ± 2

– M182A 24 ± 3 36 ± 3 1,5 57 ± 5

– R65L+M182T 40 ± 4 23 ± 3 0,6 90 ± 7

Т а б л и ц а  2
Значение КМ мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа в реакции гидролиза пенициллина, цефалотина и 

цефтазидима

Антибиотик
KM, мкМ

TEM-1 M182T R65L M182A

Пенициллин 75 ± 8 70 ± 8 85 ± 10 70 ± 8

Цефалотин 310 ± 35 330 ± 35 350 ± 35 320 ± 35

Цефтазидим 900 ± 100 970 ± 100 1010 ± 120 960 ± 110
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позволяют сделать вывод о схожести катали-
тических характеристик мутантных фермен-
тов, содержащих замены в положениях 65 и 
182 в реакции гидролиза различных субстратов 
β-лактамаз. Данные замены не приводят к из-
менению спектра гидролизуемых β-лактамных 
субстатов. Это свидетельствует о том, что за-
мены R65L, M182A и комбинация замен R65L 
и M182T не оказывают существенного влияния 
на конформацию активного центра фермента 
и пути передачи протона. Во всех случаях при 
близких значениях КM наблюдается падение ка-
талитической эффективности мутантных форм 
в 2–6 раз по сравнению с ферментом дикого 
типа ТЕМ-1. Замена остатка метионина в поло-

жении 182 на аланин не привела к изменению 
каталитических свойств фермента по сравне-
нию с ТЕМ-1 и мутантом M182T.

Изучение темостабильности полученных ре-
комбинантных мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-
типа проводили при инкубации ферментов (60 °С, 
3 ч), измеряя остаточную каталитическую актив-
ность (рис. 1). 

Показано, что единичная замена R65L при-
водит к резкому уменьшению стабильности 
β-лактамазы по сравнению с ферментом ТЕМ-1. 
Единичная замена M182A приводит к стабили-
зации β-лактамазы на уровне, соответствую-
щем самому термостабильному из природных 
β-лактамаз (ТЕМ-135 с заменой M182T). Рас-

Т а б л и ц а  3
Значение kкат. мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа в реакции гидролиза пенициллина, цефалотина                      

и цефтазидима

Антибиотик
Vмакс. / [E]0, 1/c

TEM-1 M182T R65L M182A R65L+M182T

Пенициллин 1280 ± 150 1310 ± 150 960 ± 110 1240 ± 150 960 ± 110

Цефалотин 150 ± 20 140 ± 20 110 ± 15 140 ± 20 110 ± 15

Цефтазидим 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 н/д* 0,02 ± 0,01 н/д*

*н/д – нет данных.

Рис. 1. Зависимость остаточной активности мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа 
(1 – M182A + R65L, 2 – M182Т, 3 – M182A, 4 – ТЕМ-1, 5 – R65L) от времени. 

Концентрация ферментов 0,1 мг/мл в 50 мМ натрий-фосфатном буфере 
(рН 7,0; температура инкубации 60 °С)
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хождение между ними наблюдалось лишь при 
инкубации более 1,5 ч. Двойной мутант с ком-
бинацией замен R65L и M182T имеет самую 
высокую термостабильность, превышающую 
показатели β-лактамазы ТЕМ-135. Поскольку 
мутантная форма β-лактамазы с заменой R65L 
характеризуется низким уровнем синтеза це-
левого фермента в клетках E. coli, а у фермен-
та с двойной заменой R65L и M182T уровень 
синтеза соответствует ферменту дикого типа, 
можно заключить, что мутация M182T компен-
сирует не только снижение термостабильности 
белка вследствие замены R65L, но также при-
водит к восстановлению уровня биосинтеза 
β-лактамазы в клетках E. coli.

Изучение мутантных форм β-лактамаз с заме-
нами в положении 182 методом дифференциаль-
но сканирующей калориметрии показало нали-
чие одиночных пиков необратимой денатурации 
в каждом образце, что свидетельствует о при-
сутствии в каждом белке одного структурного 
необратимо денатурирующего домена. Значения 
температуры максимума скорости денатурации 
и энтальпии денатурации приведены в табл. 4. 
Температура денатурации мутанта с заменой 
M182T (55,9 °С) превышала таковую для фер-
мента с заменой M182A (51,7 °С) и фермента с 
двойной заменой R65L+M182T (51,9 °С). Можно 
предположить, что схожее поведение этих двух 
мутантов, которое наблюдается в экспериментах 
по способности ферментов к обратимой термо-
реактивации, имеет разную природу стабилиза-
ции. Ранее аналогичные данные были получены 
для β-лактамазы с заменой R164S, где способ-
ность фермента к обратимой термореактивации 
не коррелировала с данными по термодинамиче-
ской стабильности [21]. Этот эффект было пред-

Т а б л и ц а  4
Значения температур максимума скорости денатурации и энтальпии 

денатурации мутантных форм β-лактамаз ТЕМ-типа, полученных методом 
дифференциально сканирующей калориметрии. Концентрация ферментов 3 мг/мл,                                                 

0,2 М калий-фосфатный буфер (рН 7,0)

β-Лактамаза (база данных 
http://www.lahey.org) Мутация Тпл., °С H, кДж/моль

TEM-1 – 50,8 554,0

– M182A 51,7 573,7

– M182T + R65L 51,9 647,4

TEM-135 M182T 55,9 654,4

ложено рассматривать с точки зрения влияния 
соответствующей мутации на энергетический 
барьер перехода цис-транс-конформации пеп-
тидил-пролиновой связи E166-P167, которая 
составляет около 20 ккал/моль [22]. Известно, 
что только цис-конфигурация данной связи со-
ответствует каталитически активной форме 
фермента.

Механизм стабилизации β-лактамаз ТЕМ-
типа с участием замен остатка М182. Суще-
ствующие в настоящее время гипотезы, объясня-
ющие стабилизирующую роль вторичной мутации 
M182T, рассматривают образование  дополни-
тельной водородной связи остатка T182 с амино-
группой остатка А185, которые расположены на 
границе α-спирали [23], а также образование водо-
родной связи с карбонильной группой основной 
цепи остатка E64, что, вероятно, усиливает связь 
α- и α/β-доменов β-лактамазы [24]. Выполнен-
ный нами ранее анализ сетей внутрибелковых 
взаимодействий, полученных на основе траек-
торий молекулярной динамики, позволил пред-
положить возможную роль остатка R65 в стаби-
лизации белковой глобулы у β-лактамаз с заме-
ной M182T [16]. Для подтверждения предполо-
жений, сделанных на основании молекулярной 
динамики, в настоящей работе проведено экс-
периментальное изучение свойств β-лактамаз с 
единичной (R65L) и двойной (R65L + М182Т) 
заменами. Если механизм действия замены 
M182T обусловлен только локальной стабили-
зацией соответствующей α-спирали, то замена 
аргинина на лейцин (R65L) не должна влиять 
на термостабильность фермента. Полученные 
нами данные свидетельствуют об участии остат-
ка R65 в стабилизации фермента: единичная за-
мена R65L приводит к резкому снижению спо-
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Рис. 2. Третичная структура β-лактамазы ТЕМ-1 (PDB ID 1XPB). 
Остаток каталитического серина S70 и остатки R65, N175, D176, 

M182 изображены в стержневом представлении

собности фермента к термореактивации, а также 
к значительному снижению уровня биосинтеза. 
При комбинации этой замены с мутацией М182Т 
температура денатурации также остается сни-
женной (51,9 °С ) по сравнению с ферментом с 
единичной заменой М182Т (55,9 °С). 

Остаток R65L расположен в шарнирном участ-
ке β-лактамазы (hinge region, остатки 60–68), 
соединяющем ее α- и α/β-домены [25] (рис. 2). 
Вероятно, дестабилизирующее влияние заме-
ны R65L связано с изменением конформации 
этого шарнирного участка. У мутанта с заме-
ной метионина 182 на аланин отсутствует ги-
дроксильная группа, которая в случае треони-
на укрепляет α-спираль, что может привести к 
снижению термостабильности по сравнению с 
мутантом М182Т. Действительно, мы определи-
ли, что температура денатурации мутанта M182A 
(51,7 °С) ниже, чем у фермента с заменой M182T 
(55,9 °С), а это аргумент в пользу общеприня-
того механизма стабилизации. Однако в экспе-
риментах по термореактивации замена остатка 
метионина 182 на аланин приводила к стаби-
лизации фермента, сравнимой с самым термо-
стабильным природным ферментом ТЕМ-135 с 
заменой M182T. В этом случае можно предпо-

ложить, что небольшая боковая группа алани-
на ослабляет гидрофобный patch, что способ-
ствует изменению конформации остатка R65 и 
подтверждает данные молекулярной динамики о 
возможности изменения сети  внутрибелковых 
взаимодействий от остатка Т182 до остатков 
Ω-петли при изменении положения остатка R65. 

Таким образом, полученные нами данные 
позволяют дополнить предполагаемый меха-
низм стабилизирующей роли вторичной мута-
ции M182T и связать его с изменением подвиж-
ности -петли, расположенной у входа в актив-
ный центр β-лактамазы. В исходном ферменте 
ТЕМ-1 остаток M182 располагается на поверх-
ности белковой глобулы и удерживается там за 
счет гидрофобных взаимодействий с ацильны-
ми группами остатков R65, E63 и V159. Заме-
на M182T приводит к тому, что вместо длин-
ной гидрофобной цепи метионина появляется 
короткая группа остатка треонина, которая при 
образовании дополнительной водородной связи 
ориентирована в глубь белковой глобулы. В ре-
зультате такой конформационной перестрой-
ки исходный гидрофобный patch ослабляется, 
остатки получают большую свободу движения, 
а остаток R65, изменяя при повышенной темпе-
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ратуре свою конформацию, становится способ-
ным к образованию новых прочных контактов 
с остатками -петли – N175 и D176 (рис. 2). 
В результате -петля фиксируется в закрытом 
положении (прижатой к белковой глобуле). 
Можно предположить, что белок становится 
более компактным, обладающим более высокой 
термостабильностью. Поскольку подвижность 
-петли важна для эффективного связывания 
и гидролиза субстратов β-лактамазы, такое 
ограничение движения петли влияет на актив-
ность фермента, что было продемонстрирова-
но ранее: каталитическая эффективность (kкат./
KM)  β-лактамазы с комбинацией замен R164S и 
M182T была снижена в 3,5 раза по сравнению с 
ферментами с соответствующими единичными 

заменами [21]. 
Полученные данные позволяют существенно 

расширить принятую в настоящее время парадиг-
му стабилизирующей роли вторичной мутации 
M182T, а также показать перспективность приме-
нения метода построения сетей внутрибелковых 
взаимодействий (RINs) для установления и изуче-
ния комплексного взаимного влияния единичных 
и множественных мутаций на структуру и свой-
ства β-лактамаз. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 15-14-
00014-П). 
Конфликта интересов нет.
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IMPACT OF RESIDUE R65 ON THE STABILIZATION OF TEM-TYPE 
β-LACTAMASES WITH SUBSTITUTION M182T

V.G. Grigorenko*, I.P. Andreeva, O.V. Serova, M.Yu. Rubtsova, A.M. Egorov 

(M.V. Lomonosov Moscow State University, Chemistry Department, Enzymology Division; 
*e-mail: vitaly.grigorenko@gmail.com)

For experimental confirmation the role of residue R65 in the stabilization of TEM type 
β-lactamases with the M182T substitution, predicted by the residues interactions networks 
(RINs) analysis, homogeneous recombinant TEM type β-lactamases with R65L, M182A and a 
combination of R65L and M182T substitutions were obtained. The kinetic parameters of these 
enzymes were determined toward penicillin, ceftazidime, cephalotin, and CENTA. It was shown 
that all investigated substitutions did not change the substrate specifi city of enzymes against 
β-lactams. The substitution of R65L led to a decrease in thermal stability, while the replacement  
M182A and the combination of substitutions of R65L and M182T led to an increase in the 
thermal stability of β-lactamase compared to TEM-1 β-lactamase. Using differential scanning 
calorimetry, the enthalpies (ΔH, kJ/mol) and denaturation temperatures (Tm, 0C) were determined 
for β-lactamases TEM-1, TEM (M182A), TEM-135 (M182T), TEM (R65L + M182T), and the 
values amounted to 554.0 and 50.8; 573.7 and 51.7; 654.4 and 55.9; 647.4 and 51.9, respectively. 
The hypothesis of molecular mechanism, explaining the stabilizing role of M182T substitution 
in TEM type β-lactamases, was supplemented by the effect of changing the conformation of 
residue R65 and the establishing of its new contacts with the -loop residues.

Key words: recombinant TEM type β-lactamases, mutations,  thermal stability, RINs (Residue 
Interaction Networks). 
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