
УЛЬТРАЗВУК И ТРАНСГЕННЫЕ
МИКРООРГАНИЗМЫ

2 3 1

У Д К  5 7 7 . 1 5 2 . 1 + 5 3 4 . 2 9 - 7 / - 8

Е. А. ЧЕРНЯВСКИЙ, Н. С. ФРОЛОВА,
Е. В. РУДАЯ, В. М. ШКУМАТОВ

УЛЬТРАЗВУК И ТРАНСГЕННЫЕ 
МИКРООРГАНИЗМЫ

Д в а  о б с т о я т е л ь с т в а  о г р а н и ч и в а ю т  б о л е е  ш и р о к о е  и с п о л ь з о в а н и е  с о в р е м е н 
н ы х  б и о т е х н о л о г и ч е с к и х  п о д х о д о в  д л я  с и н т е з а  с т е р о и д о в  в  к а ч е с т в е  а л ь т е р н а 
т и в ы  э к о л о г и ч е с к и  н е б е з о п а с н ы м  х и м и ч е с к и м  т е х н о л о г и я м .  П е р в о е  с в я з а н о  с  
т е м ,  ч т о  п р и р о д н ы е  м и к р о о р г а н и з м ы ,  п о м и м о  с и н т е з а  ц е л е в о г о  с т е р о и д а ,  к а к  
п р а в и л о ,  и м е ю т  д о п о л н и т е л ь н ы е  ф е р м е н т н ы е  с и с т е м ы ,  п р и в о д я щ и е  к  п о я в л е 
н и ю  п о б о ч н ы х  п р о д у к т о в  [ 1 — 3 ] .  Э т о т  п р и н ц и п и а л ь н ы й  н е д о с т а т о к  п р и р о д 
н ы х  м и к р о о р г а н и з м о в  н а  с о в р е м е н н о м  э т а п е  р а з в и т и я  н а у к и  м о ж н о  п р е о д о 
л е т ь ,  е с л и  в о с п о л ь з о в а т ь с я  г е т е р о л о г и ч е с к о й  э к с п р е с с и е й .  В  х о р о ш о  о х а р а к 
т е р и з о в а н н ы х  с и с т е м а х  « х о з я и н - в е к т о р »  м о ж н о  о б ъ е д и н и т ь  с т р о г у ю  р е г и о -  и  
с т е р е о с п е ц и ф и ч н о с т ь  ф е р м е н т о в  с т е р о и д о г е н е з а  м л е к о п и т а ю щ и х  и  б и о т е х н о 
л о г и ч е с к и е  п р е и м у щ е с т в а  к л е т о к  м и к р о о р г а н и з м о в .  В  ч а с т н о с т и ,  о с у щ е с т в л е 

н а  ф у н к ц и о н а л ь н а я  г е т е р о л о г и ч е с к а я  э к с п р е с с и я  с и с т е м ы  1 7 а - г и д р о к с и л и р о -  
в а н и я  с т е р о и д о в  с  и с п о л ь з о в а н и е м  б а к т е р и й  и  д р о ж ж е й  [ 4 — 8 ] .

Д р у г о е  о г р а н и ч и в а ю щ е е  о б с т о я т е л ь с т в о  —  н и з к а я  р а с т в о р и м о с т ь  с т е р о и 
д о в  в  в о д н ы х  с р е д а х .  Д л я  п р е о д о л е н и я  э т о г о  о г р а н и ч е н и я  и с п о л ь з у ю т  с м е 
ш и в а ю щ и е с я  с  в о д о й  р а с т в о р и т е л и ,  д в у х ф а з н ы е  с и с т е м ы ,  д и с п е р г и р у ю т  с у б 
с т р а т ы  н а  м и ц е л л а х  п о в е р х н о с т н о - а к т и в н ы х  в е щ е с т в ,  а  т а к ж е  д о б а в л я ю т  
ц и к л о д е к с т р и н ы  д л я  о б р а з о в а н и я  к о м п л е к с о в  в к л ю ч е н и я  с о  с т е р о и д а м и  [ 1 ] .  
Б е з у с л о в н о ,  д о п о л н и т е л ь н о е  в в е д е н и е  х и м и ч е с к и х  р е а г е н т о в  в  б и о т е х н о л о 
г и ч е с к и й  п р о ц е с с  у с л о ж н я е т  е г о  а п п а р а т у р н о е  о ф о р м л е н и е ,  н е в ы г о д н о  с  т о ч 
к и  з р е н и я  э к о н о м и ч е с к о г о  э ф ф е к т а ,  э к о л о г и ч е с к и х  п о с л е д с т в и й  и  т о к с и ч е 
с к о г о  д е й с т в и я  н а  б и о к а т а л и з а т о р ы .

П р и м е н е н и е  у л ь т р а з в у к а  ( У З )  п е р с п е к т и в н о  д л я  п о в ы ш е н и я  э ф ф е к т и в н о 
с т и  б и о т р а н с ф о р м а ц и й  з а  с ч е т  м и к р о н и з а ц и и  г и д р о ф о б н о г о  с у б с т р а т а ,  г о м о г е 
н и з а ц и и  п о п у л я ц и и  к л е т о к ,  у л у ч ш е н и я  п р о н и ц а е м о с т и  о б о л о ч е к  и  м е м б р а н  
к л е т о к  м и к р о о р г а н и з м о в  д л я  с у б с т р а т а  и  п р о д у к т а  [ 9 ] .  В м е с т е  с  т е м  п р о ц е с с  
к а в и т а ц и и  п о д  д е й с т в и е м  У З  в ы с о к о й  м о щ н о с т и  о к а з ы в а е т  п о в р е ж д а ю щ е е  
д е й с т в и е  н а  к л е т к и  м и к р о о р г а н и з м о в  [ 1 1 ,  1 2 ] .  К а в и т а ц и я  в ы з ы в а е т  и н т е н с и в 

н о е  л о к а л ь н о е  п о в ы ш е н и е  т е м п е р а т у р ы ,  д о с т и г а ю щ е й  б о л е е  4 0 0 0  ° С  и  д а в л е 
н и я  в  к а в и т а ц и о н н ы х  п у з ы р ь к а х  о к о л о  1 0 0 0  а т м .  [ 9 ] .  В о  в р е м я  у л ь т р а з в у к о 
в о г о  о б л у ч е н и я  в  в о д н ы х  р а с т в о р а х  п р и  и н т е н с и в н о м  к о л л а п с е  к а в и т а ц и о н 
н ы х  п у з ы р ь к о в  о б р а з у ю т с я  т а к ж е  р е а к ц и о н о с п о с о б н ы е  с в о б о д н ы е  р а д и к а л ы  
( • О Н , Н О 2- и  О -) . У ч и т ы в а я  у к а з а н н ы е  п о з и т и в н ы е  и  н е г а т и в н ы е  э ф ф е к т ы ,  
п о д б о р  о п т и м а л ь н ы х  у с л о в и й  У З  о б р а б о т к и  п р е д с т а в л я е т с я  в а ж н ы м  д л я  п о 
в ы ш е н и я  г е н е т и ч е с к и  о б у с л о в л е н н о г о  п о т е н ц и а л а  т р а н с г е н н ы х  м и к р о о р г а 
н и з м о в  д л я  ц е л е й  б и о т р а н с ф о р м а ц и и  с т е р о и д н ы х  с у б с т р а т о в .

Ц е л ь  д а н н о й  р а б о т ы  з а к л ю ч а л а с ь  в  у с т а н о в л е н и и  р е ж и м о в  у л ь т р а з в у к о в о й  
о б р а б о т к и ,  у л у ч ш а ю щ и х  б и о т е х н о л о г и ч е с к и е  с в о й с т в а  т р а н с г е н н ы х  д р о ж ж е й  
Y a r r o w i a  l i p o l y t i c a ,  э к с п р е с с и р у ю щ и х  ц и т о х р о м  Р 4 5 0 с 1 7  м л е к о п и т а ю щ и х .
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МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Исходные и трансформированные штаммы микроорганизмов. И с х о д 

н ы й  ш т а м м  Y .  l i p o l y t i c a  E 1 2 9  ( M A T A  l e u 2 - 2 7 0  u r a 3 - 3 0 2  x p r 2 - 3 2 2  l y s 1 1 - 2 3 )  и с 

п о л ь з о в а л и  д л я  т р а н с ф о р м а ц и и  с  и н т е г р а т и в н о й  п л а з м и д о й  p 6 7 I C 1 7 a .  В е к 
т о р  с о д е р ж а л  э к с п р е с с и о н н у ю  к а с с е т у  с  г е н о м  C Y P 1 7  п о д  к о н т р о л е м  п р о м о 
т о р а  и  т е р м и н а т о р а  и з о ц и т р а т л и а з ы  ( и н д у к ц и я  а л к а н а м и ,  ж и р н ы м и  к и с л о 
т а м и ,  э т а н о л о м ;  р е п р е с с и я  г л ю к о з о й ) .  Р е з у л ь т и р у ю щ и й  д и п л о и д н ы й  п р о т о -  
т р о ф н ы й  ш т а м м  Y .  l i p o l y t i c a  Е 1 2 9 А 1 5  п о л у ч е н  п у т е м  с к р е щ и в а н и я  с о  ш т а м 
м о м  А 1 - 5  ( M A T B  m e t  А Ш + )  [ 7 ,  1 2 ] .

Культивирование, ультразвуковая обработка и биотрансформация стерои
дов. Н о ч н у ю  к у л ь т у р у  Y .  l i p o y i t i c a  Е 1 2 9 А 1 5 / 1 7 а  к у л ь т и в и р о в а л и  н а  с р е д е  Y P D  
( « D i f c o » ) :  1 %  д р о ж ж е в о г о  э к с т р а к т а ,  2  %  п е п т о н  и  0 , 4  %  г л ю к о з а  в  т е ч е н и е  
2 4  ч .  Е с л и  с п е ц и а л ь н о  н е  о г о в о р е н о ,  и н д у к ц и ю  с и н т е з а  P - 4 5 0 c 1 7  о с у щ е с т в л я л и  
э т и л о в ы м  с п и р т о м  и л и  г е к с а д е к а н о м  ( к о н е ч н ы е  к о н ц е н т р а ц и и  1 % )  о д н о в р е 
м е н н о  с  д о б а в л е н и е м  п р о г е с т е р о н а  п о с л е  п о л н о г о  п о т р е б л е н и я  к у л ь т у р о й  г л ю 
к о з ы .  У л ь т р а з в у к о в у ю  о б р а б о т к у  м и к р о б н о й  к у л ь т у р ы  п р о в о д и л и  н а  с т а д и я х  
в ы р а щ и в а н и я  н о ч н о й  к у л ь т у р ы ,  и н д у к ц и и  с и н т е з а  ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7  и л и  н а  
и н д у ц и р о в а н н ы х  к л е т к а х .  В  р а б о т е  п р и м е н я л и  с и с т е м у  с  У З - г е н е р а т о р о м ,  п ь е 
з о э л е к т р и ч е с к и м  п р е о б р а з о в а т е л е м  и  в о л н о в о д о м .  В ы х о д н а я  м о щ н о с т ь  г е н е р а 
т о р а  8 0  В т  с  в о з м о ж н о с т ь ю  с т у п е н ч а т о й  р е г у л и р о в к и  у д е л ь н о й  м о щ н о с т и .  Р а 
б о ч а я  ч а с т о т а  п ь е з о п р е о б р а з о в а т е л я  2 7  к Г ц .  У З - г е н е р а т о р  р а б о т а е т  в  и м п у л ь с 
н о м  р е ж и м е  с  р е г у л и р у е м о й  с к в а ж н о с т ь ю  ц и к л а  [ 1 3 ] .

Б и о т р а н с ф о р м а ц и ю  с т е р о и д о в  к у л ь т у р о й  к л е т о к  п р о в о д и л и  н а  у с т а н о в к е  

У В Т М  п р и  2 8 — 2 9  ° С ,  р Н  5 — 6  в  у с л о в и я х  а э р а ц и и  ( 2 0 0  о б / м и н ) .  А н а л и з  п р о 
д у к т о в  б и о т р а н с ф о р м а ц и й  о с у щ е с т в л я л и  м е т о д о м  В Э Ж Х ,  д л я  у с т а н о в л е н и я  
с т р у к т у р ы  п о б о ч н ы х  п р о д у к т о в  и с п о л ь з о в а л и  Г Ж Х - м а с с - с п е к т р о м е т р и ю  и  
1Н  Я М Р - с п е к т р о с к о п и ю  [ 6 ,  7 ] .

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние УЗ на число оборотов цитохрома Р450с17и скорость роста 

трансгенных микроорганизмов . Д л я  о ц е н к и  д е й с т в и я  У З  н а  а к т и в н о с т ь  г е т е -  
р о л о г и ч н о  э к с п р е с с и р о в а н н о г о  б е л к а  и с п о л ь з о в а л и  г е к с а д е к а н - и н д у ц и р о -  

в а н н ы е  к л е т к и  д и п л о и д н ы х  д р о ж ж е й  Y .  l i p o l y t i c a  Е 1 2 9 А 1 5 / 1 7 а ,  с и н т е з и р у 
ю щ и х  ц и т о х р о м  Р 4 5 0 с 1 7  и з  м и к р о с о м  к о р ы  н а д п о ч е ч н и к о в  б ы к а .  И с п о л ь з о 
в а л и  с у с п е н з и ю  к л е т о к  с  о п т и ч е с к о й  п л о т н о с т ь ю  ( в  р а с ч е т е  н а  1 с м  о п т и ч е с 

к о г о  п у т и )  O D g Q Q ^  =  5 , 0  ( 2  • 1 0 7 к л е т о к / с м 3) .  К л е т к и  о б л у ч а л и  У З  в  т е ч е н и е  
1 — 5  м и н  п р и  м о щ н о с т и  1 , 2 — 1 5 , 4  В т / с м 3 и  с к в а ж н о с т и  5 0  % .  К о н ц е н т р а ц и я  
п р о г е с т е р о н а  1 0  м к М ,  в р е м я  е г о  б и о т р а н с ф о р м а ц и и  3 0  м и н .

У с т а н о в л е н о ,  ч т о  д е й с т в и е  У З  н о с и л о  а к т и в и р у ю щ и й  х а р а к т е р  п р и  о б л у ч е 

н и и  м о щ н о с т ь ю  1 , 2  В т / с м 3 и  2 , 4  В т / с м 3 с  у в е л и ч е н и е м  ч и с л а  о б о р о т о в  n  ( n  = 1 
м о л ь  о б р а з у ю щ е г о с я  п р о г е с т е р о н а  в  р а с ч е т е  н а  1 м о л ь  Р 4 5 0 с 1 7  в  м и н у т у )  н а  
3 9  %  и  1 7  %  п о  с р а в н е н и ю  с  к о н т р о л ь н ы м  о б р а з ц о м .  П р и  м о щ н о с т и  3 , 6  В т / с м 3 
n  н а х о д и л о с ь  в  п р е д е л а х  к о н т р о л ь н ы х  в е л и ч и н  3 2 — 3 8  м и н - 1 . Д а л ь н е й ш е е  у в е 
л и ч е н и е  м о щ н о с т и  У З  х а р а к т е р и з о в а л о с ь  у м е н ь ш е н и е м  а к т и в н о с т и  д о  2 0  м и н -1  
и  1 2  м и н -1  п р и  7 , 2  В т / с м 3 и  1 5 , 4  В т / с м 3 п о с л е  3 0 0  с  о б л у ч е н и я .  П р е д с т а в л е н и е  
д а н н ы х  в  к о о р д и н а т а х :  l o g  ( n / n 0) —  в р е м я  У З  о б р а б о т к и  п о з в о л и л о  о п р е д е л и т ь
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Зависимость активности 
цитохрома Р450с17 в составе 
штамма Y. lipolytica E129A15 

от времени обработки ультразвуком 
мощностью (Вт/см3):

1 — 1,2; 2 — 2,4; 3 — 3,6;
4 — 7,2; 5 — 15,4

к о н с т а н т ы  с к о р о с т и  и н а к т и в а ц и и ,  к о т о 
р ы е  с о с т а в и л и  0 , 0 0 0 8  с -1  п р и  7 , 2  В т / с м 3 и
0 , 0 0 1 3 3  с -1  п р и  1 5 , 4  В т / с м 3 ( с м .  р и с . ) .

Р а з л и ч н о е  в р е м я  У З  в о з д е й с т в и я  н а  
к л е т к и  н а  с т а д и и  п р и р о с т а  б и о м а с с ы  с о 
п р о в о ж д а л о с ь  б л и з к о й  к и н е т и к о й  р о с т а  
с  х а р а к т е р н ы м и  с и г м о и д а л ь н ы м и  к р и 

в ы м и .  О б н а р у ж е н о ,  ч т о  У З  м о щ н о с т ь ю  
7 , 2  и  1 5 , 4  В т / с м 3 в ы з ы в а е т  у в е л и ч е н и е  
п р о д о л ж и т е л ь н о с т и  л а г - ф а з ы  р о с т а .  В  т о  
ж е  в р е м я  к  о к о н ч а н и ю  л о г а р и ф м и ч е с 
к о й  ф а з ы  р о с т а  п л о т н о с т ь  к л е т о к  б ы л а  
п р а к т и ч е с к и  о д и н а к о в о й  к а к  д л я  к о н 
т р о л ь н о г о  э к с п е р и м е н т а ,  т а к  и  д л я  к л е 
т о к ,  п о д в е р г н у т ы х  в о з д е й с т в и ю  У З .  Н е г а 
т и в н ы й  э ф ф е к т  У З  н а  р о с т  п о п у л я ц и и  

к л е т о к  о б н а р у ж и в а е т с я  п р и  и х  к о н ц е н 
т р а ц и и  н и ж е  1 0 5 к л е т о к / с м 3 и  у с и л и в а е т 
с я  с  у м е н ь ш е н и е м  к о н ц е н т р а ц и и  к л е т о к .
В  р а з б а в л е н н ы х  с у с п е н з и я х  ( 1 0 3— 1 0 4 к л е 
т о к / с м 3) о б н а р у ж и в а е т с я  п о в р е ж д а ю щ и й  
э ф ф е к т  У З ,  с о п р о в о ж д а ю щ и й с я  н а р у ш е 
н и е м  ц е л о с т н о с т и  к л е т о к  и  в ы с в о б о ж д е 
н и е м  в н у т р и к л е т о ч н ы х  б е л к о в .

Влияние УЗ на скорость синтеза цитохрома Р450с17 и уровень его экспрес
сии . С и н т е з  Р 4 5 0 с 1 7  и н и ц и и р о в а л и  д о б а в л е н и е м  и н д у к т о р а  п р о м о т о р а  и з о ц и т -  
р а т - л и а з ы  —  э т а н о л а ,  с о д е р ж а щ е г о  п р о г е с т е р о н  ( к о н е ч н ы е  к о н ц е н т р а ц и и  1 %  

и  1 0  м к М  с о о т в е т с т в е н н о ) .  В р е м я  в ы х о д а  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н а  н а  у р о в е н ь  
5 0  %  п р и н и м а л и  з а  о т н о с и т е л ь н у ю  с к о р о с т ь  э к с п р е с с и и  Р 4 5 0 с 1 7 .  П р и  в р е м е н и  
э к с п о н и р о в а н и я  У З  3  м и н  и  м о щ н о с т и  1 , 2  В т / с м 3 о б н а р у ж е н  с т и м у л и р у ю щ и й  
э ф ф е к т  У З  н а  с к о р о с т ь  э к с п р е с с и и  Р 4 5 0 с 1 7 .  В р е м я  5 0  % - б и о т р а н с ф о р м а ц и и  с о 
с т а в и л о  4 5  м и н ,  в  т о  в р е м я  к а к  д л я  к о н т р о л я  э т о т  п о к а з а т е л ь  с о с т а в и л  6 5  м и н .  
Н а п р о т и в ,  в о з д е й с т в и е  У З  м о щ н о с т ь ю  7 , 2  В т / с м 3 с о п р о в о ж д а л о с ь  у м е н ь ш е н и 
е м  с к о р о с т и  с и н т е з а  ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7 ,  т а к  к а к  5 0  %  к о н в е р с и я  п р о г е с т е р о н а  

в  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н  б ы л а  д о с т и г н у т а  ч е р е з  1 1 0  м и н .
У с т а н о в л е н о ,  ч т о  у р о в е н ь  с и н т е з а  ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7  н е  и з м е н я л с я  в  з а 

в и с и м о с т и  о т  в р е м е н и  э к с п о н и р о в а н и я  У З  о т  2 , 5  д о  1 5  м и н  и  м о щ н о с т и
1 , 2 — 3 , 6  В т / с м 3 и  с о с т а в л я л  1 0 — 1 5  п к м о л ь  Р 4 5 0 с 1 7  в  1 с м 3 . С  у в е л и ч е н и е м  
м о щ н о с т и  У З  д о  1 5 , 4  В т / с м 3 с т а ц и о н а р н ы й  у р о в е н ь  с и н т е з а  ц и т о х р о м а  
Р 4 5 0 с 1 7  у м е н ь ш а л с я  п а р а л л е л ь н о  с  р о с т о в ы м и  х а р а к т е р и с т и к а м и  п о п у л я 
ц и и  т р а н с г е н н ы х  м и к р о о р г а н и з м о в .

Влияние УЗ на NADPH-зависимую цитохром Р450 редуктазу (CPR) в экс
трактах клеток, число копий гена Р450с17 и ферменты-ортологи 20-гидроксис- 
тероид дегидрогеназ. В  у с л о в и я х  к а в и т а ц и и  в о з м о ж н о  о б р а з о в а н и е  а к т и в н ы х  
ф о р м  к и с л о р о д а ,  к о т о р ы е  м о г у т  и з м е н и т ь  а к т и в н о с т ь  о к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о 
в и т е л ь н ы х  ф е р м е н т о в  к л е т к и .

П р и  У З  о б р а б о т к е  м о щ н о с т ь ю  1 , 2 — 3 , 6  В т / с м 3 , п р о д о л ж и т е л ь н о с т ь ю  
6 0 — 3 0 0  с  с о  с к в а ж н о с т ь ю  5 0  %  н е  о б н а р у ж е н о  и з м е н е н и й  а к т и в н о с т и  C P R
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в  б е с к л е т о ч н ы х  э к с т р а к т а х .  В  э т и х  ж е  у с л о в и я х  и с с л е д о в а н а  с т а б и л ь н о с т ь  
и н т е г р а ц и и  м н о г о к о п и й н ы х  п л а з м и д  т р а н с ф о р м а н т о в  п о с л е  р о с т а .  Д л я  э т о г о  
п о с л е  У З  о б р а б о т к и  к л е т к и  к у л ь т и в и р о в а л и  в  т е ч е н и е  3 0  ч  ( 1 7  г е н е р а ц и й )  н а  
м и н и м а л ь н ы х  с р е д а х  с  р а з л и ч н ы м и  и с т о ч н и к а м и  у г л е р о д а .  Д а л е е  в ы д е л я л и  
г е н о м н у ю  Д Н К ,  р а с щ е п л я л и  с  п о м о щ ь ю  р е с т р и к т а з ы  B a m H I  и  о п р е д е л я л и  
ч и с л о  к о п и й  к а к  с о о т н о ш е н и е  ф р а г м е н т о в  I C L 1  и  l a c Z .  В  и с с л е д о в а н н ы х  
у с л о в и я х  У З  о б р а б о т к и  ч и с л о  к о п и й  у  т р а н с ф о р м а н т о в  с о с т а в л я л о  6 — 1 5  и  
б ы л о  с т а б и л ь н ы м .

В  а н а л о г и ч н ы х  у с л о в и я х  У З  о б р а б о т к и  и с с л е д о в а н а  к о - э к с п р е с с и я  Р 4 5 0 с 1 7  

и  б е л к о в - о р т о л о г о в  2 0 а -  и  2 0 Р - г и д р о к с и с т е р о и д  д е г и д р о г е н а з .  Э т и  ф е р м е н т ы  
с и н т е з и р у ю т с я  п о с л е  и н д у к ц и и  Р 4 5 0 с 1 7  э т а н о л о м  н а  с р е д е  Y P D  п р и  н а л и ч и и
0 , 2 — 0 , 5  %  о с т а т о ч н о й  г л ю к о з ы  [ 1 2 ] .  У с т а н о в л е н о ,  ч т о  д е й с т в и е  У З  н е  и з м е н я 

е т  с о о т н о ш е н и й  с т е р о и д н ы х  п р о д у к т о в  —  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н а  и  с о о т в е т 
с т в у ю щ и х  1 7 , 2 0 - д и о л о в  п р о г е с т е р о н а .  С л е д о в а т е л ь н о ,  У З  о б р а б о т к а  н е  в ы з ы в а 
е т  с е л е к т и в н о й  и н а к т и в а ц и и  у к а з а н н ы х  б е л к о в - о р т о л о г о в .

Повышение эффективности 17а -гидроксилирования прогестерона под дей
ствием УЗ . В  т а б л и ц е  п р и в е д е н ы  д а н н ы е  п о  в ы х о д а м  в с е х  с т е р о и д н ы х  с о е д и н е 
н и й ,  о б р а з у ю щ и х с я  в  р е з у л ь т а т е  б и о т р а н с ф о р м а ц и й  д в у х  п р е п а р а т о в  п р о г е с т е 
р о н а ,  п р и г о т о в л е н н ы х  с  и с п о л ь з о в а н и е м  и н д у к т о р о в  с и н т е з а  Р 4 5 0 с 1 7  —  э т и л о 
в о г о  с п и р т а  и  г е к с а д е к а н а .

Выходы стероидов (%) после 24-часовых биотрансформаций прогестерона 
трансгенными клетками Y. Lipolytica E129A15

№
п/п Условия

Стероиды

Про 17а-0Н-Про 17а,20а(0Н)2 17а,20р(0Н)2 Ад

1 Про+Эт+Кл 42,0 48,0 3,0 6,5 0,5
2 (Про+Эт+Кл)+УЗ 35,0 57,0 4,0 3,3 0,7
3 (Про+Эт+ УЗ)+Кл 25,0 62,0 7,0 5,3 0,7
4 Про+ГД+Кл 25,0 63,0 3,9 7,1 1,0
5 (Про+ГД+Кл)+УЗ 4,9 85,1 1,9 7,6 0,5
6 (Про+ГД+УЗ)+Кл — 98,0 0,7 0,7 0,6

[Про] 600 мкМ, [Эт] 1 %, [ГД] 1 %.
Про — прогестерон; 17а-ОН-Про — 17а-гидрокси-прогестерон; 17а,20а(0Н)2— 17а,20а- 

дигидроксипрегн-4-ен-3-он; 17а,20|3(0Н)2 — 17а,20|3-дигидроксипрегн-4-ен-3-он; Ад — анд- 
ростендион; ГД — гексадекан; Эт — этанол; Кл — клетки.

И з  э т и х  д а н н ы х  с л е д у е т ,  ч т о  н а и б о л е е  п р и е м л е м ы м  в а р и а н т о м  с и н т е з а  

1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н а  я в л я е т с я  в а р и а н т  №  6 ,  к о г д а  6 0 0  м к М  п р о г е с т е р о н ,  
п р и г о т о в л е н н ы й  н а  г е к с а д е к а н е ,  и  с р е д а  Y P  о б р а б о т а н ы  У З  и  э т а  с м е с ь  д о б а в 
л е н а  к  т р а н с г е н н ы м  к л е т к а м  Y .  l i p o l y t i c a .  В  э т о м  в а р и а н т е  в ы х о д  ц е л е в о г о  
п р о д у к т а  с о с т а в и л  9 8  % ,  ч т о  с у щ е с т в е н н о  в ы ш е ,  ч е м  п о л у ч е н н ы й  в  р а б о т е  [ 3 ] .  
И з  п о б о ч н ы х  п р о д у к т о в  о т м е ч е н о  о б р а з о в а н и е  с  н и з к и м  в ы х о д о м  к а ж д о г о  и з  

с о п у т с т в у ю щ и х  п р о д у к т о в :  1 7 а , 2 0 а -  и  1 7 а , 2 0 Р - д и г и д р о к с и п р е г н - 4 - е н - 3 - о н о в ,  

2 0 а - д и г и д р о п р о г е с т е р о н  ( п о б о ч н ы е  п р о д у к т ы ,  о б р а з у ю щ и е с я  п о д  д е й с т в и е м  

ф е р м е н т о в - о р т о л о г о в  2 0 а -  и  2 0 Р - г и д р о к с и с т е р о и д д е г и д р о г е н а з ) ,  а н д р о с т е н д и -
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о н а  ( п р о д у к т  С 1 7 , 2 0 - л и а з н о й  р е а к ц и и ) .  Д л я  с р а в н е н и я  о т м е т и м ,  ч т о  в а р и а н т  
№  5 ,  в  к о т о р о м  о д н о в р е м е н н о  о з в у ч и в а л и с ь  к а к  с у б с т р а т ,  т а к  и  к л е т к и ,  х а р а к 

т е р и з о в а л с я  в ы х о д о м  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н а  8 5  % .  Э т о  я в л я е т с я ,  о д н а к о ,  
б о л е е  в ы с о к и м  п о к а з а т е л е м ,  ч е м  в а р и а н т  №  4 ,  к о г д а  к л е т к и  т р а н с ф о р м и р о в а 
л и  п р о г е с т е р о н ,  с у с п е н д и р о в а н н ы й  в  г е к с а д е к а н е  б е з  о б р а б о т к и  У З .  В  ц е л о м  
ж е  н е о б х о д и м о  о т м е т и т ь  б о л е е  в ы с о к у ю  э ф ф е к т и в н о с т ь  б и о т р а н с ф о р м а ц и й  
п р о г е с т е р о н а  с  у ч а с т и е м  г е к с а д е к а н а  п о  с р а в н е н и ю  с  и с п о л ь з о в а н и е м  в а р и а н 
т о в ,  п р е д у с м а т р и в а ю щ и х  п р и г о т о в л е н и е  п р о г е с т е р о н а  н а  э т а н о л е  ( т а б л .  1 ) .  
В  э т о м  в а р и а н т е  ч и с л о  о б о р о т о в  n  с о с т а в и л о  б о л е е  1 0 0  м и н - 1 .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У с т а н о в л е н о ,  ч т о  в  о с н о в е  с т и м у л и р у ю щ е г о  д е й с т в и я  У З  н а  п р о ц е с с  б и о 

п р е в р а щ е н и я  п р о г е с т е р о н а  в  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н  с  п о м о щ ь ю  т р а н с г е н 
н ы х  д р о ж ж е й  Y .  l i p o l y t i c a  л е ж и т  п о в ы ш е н и е  э ф ф е к т и в н о с т и  м а с с о п е р е н о с а  

с у б с т р а т а  в  к л е т к у  и  в ы в е д е н и я  ц е л е в о г о  п р о д у к т а ,  с в я з а н н о е  с  п о в ы ш е н и е м  
к о н ц е н т р а ц и и  р а с т в о р и м о г о  п р о г е с т е р о н а .  У З  т а к ж е  и н т е н с и ф и ц и р у е т  п р о 
ц е с с  п е р е н о с а  к и с л о р о д а  и з  г а з о в о й  с р е д ы  в  ж и д к о с т ь ,  п о в ы ш а е т  р е а к ц и о н 
н у ю  м е ж п о в е р х н о с т н у ю  п л о щ а д ь ,  ч т о  в а ж н о  д л я  о с у щ е с т в л е н и я  р е а к ц и й  г и д -  
р о к с и л и р о в а н и я .  У З  в  о п т и м а л ь н ы х  р е ж и м а х  с п о с о б с т в у е т  у с к о р е н и ю  р о с т а  
м и к р о о р г а н и з м о в  и  п о в ы ш е н и ю  с к о р о с т и  э к с п р е с с и и  ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7 .

В м е с т е  с  т е м  и н т е н с и в н ы й  У З  п р и  у в е л и ч е н и и  в р е м е н и  е г о  э к с п о н и р о в а н и я  
в ы з ы в а е т  р а з р у ш е н и е  к л е т о к  ш о к о в ы м и  в о л н а м и ,  ч т о  с о п р о в о ж д а е т с я  у м е н ь 
ш е н и е м  в ы х о д а  ц е л е в о г о  с т е р о и д н о г о  п р о д у к т а .  И н т е н с и в н ы й  У З  п о в р е ж д а е т  
м а к р о м о л е к у л ы  ф е р м е н т о в  з а  с ч е т  р а з в о р а ч и в а н и я  и  а г р е г а ц и и  н а т и в н ы х  б е л 
к о в  и  п о в ы ш а е т  э н д о г е н н у ю  п р о т е о л и т и ч е с к у ю  м о д и ф и к а ц и ю  [ 1 3 — 1 6 ] .

И с п о л ь з о в а н и е  У З  в  н а с т о я щ е й  р а б о т е  п о з в о л я е т  о б о с н о в а т ь  п р е и м у щ е с т 
в а  т р а н с г е н н ы х  к л е т о к  Y .  l i p o l y t i c a  п е р е д  с и с т е м о й  « в е к т о р - х о з я и н »  н а  о с н о 
в е  б а к т е р и й  E .  c o l i .  Э ф ф е к т и в н ы е  с и с т е м ы  э к с п р е с с и и ,  р а з р а б о т а н н ы е  д л я  
б а к т е р и й  E .  c o l i ,  п о з в о л я ю т  о с у щ е с т в л я т ь  с и н т е з  ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7  в  б о л ь 
ш и х  к о л и ч е с т в а х .  П р и  к о - э к с п р е с с и и  C P R  и  Р 4 5 0 с 1 7  п о л у ч е н ы  в ы с о к и е  з н а 

ч е н и я  ф у н к ц и о н а л ь н о й  а к т и в н о с т и  i n  v i v o  ( n  =  5 4 — 6 8  м и н - 1 ) [ 5 ] .  С  и с п о л ь з о 
в а н и е м  У З  н а м и  д о с т и г н у т ы  б е з  д о п о л н и т е л ь н о й  э к с п р е с с и и  C P R  з н а ч е н и я  
ф у н к ц и о н а л ь н о й  а к т и в н о с т и  б о л е е  1 0 0  м и н - 1 .

Д р о ж ж и  з н а ч и т е л ь н о  б о л е е  у с т о й ч и в ы  к  м е х а н и ч е с к о м у  р а з р у ш е н и ю  
ш о к о в ы м и  в о л н а м и  и  м и к р о п о т о к а м и ,  в о з н и к а ю щ и м и  п р и  д е й с т в и и  У З ,  ч е м  
б а к т е р и и  E .  c o l i .  С д в и г о в ы й  с т р е с с  д л я  р а з р у ш е н и я  п о л о в и н ы  п о п у л я ц и и  
E . c o l i  с о с т а в л я е т  1 5  М Р а ,  а  д л я  д р о ж ж е й  —  1 5 0  М Р а  [ 1 1 ] .  В  у с л о в и я х  а к т и в 
н о г о  м а с с о п е р е н о с а  в  п р о м ы ш л е н н ы х  ф е р м е н т е р а х ,  р а б о т а ю щ и х  в  у с л о в и я х  
и н т е н с и в н о г о  п е р е м е ш и в а н и я  и  а э р а ц и и  в о з м о ж н о  р а з р у ш е н и е  ч а с т и  к л е т о к  
и л и  с т р е с с о в о е  в о з д е й с т в и е  н а  к л е т к и ,  и з м е н я ю щ е е  ф у н к ц и о н а л ь н ы е  с в о й с т 
в а  т р а н с г е н н ы х  м и к р о о р г а н и з м о в .

0 б ы ч н о  п р и  г е т е р о л о г и ч е с к о й  э к с п р е с с и и  в  б а к т е р и я х  E .  c o l i  и с п о л ь з у ю т  

д л я  и н д у к ц и и  ч у ж е р о д н ы х  б е л к о в  и з о п р о п и л  P - D - т и о г а л а к т о п и р а н о з и д ,  д о с 
т а т о ч н о  д о р о г о й  и н д у к т о р .  Н а м и  с п е ц и а л ь н о  с о з д а н ы  с и с т е м ы  э к с п р е с с и и  
ц и т о х р о м а  Р 4 5 0 с 1 7 ,  ф у н к ц и о н и р у ю щ и е  п о д  к о н т р о л е м  с и л ь н о г о  п р о м о т о р а  
и з о ц и т р а т - л и а з ы ,  р е г у л и р у е м о г о  п р о с т ы м и  и н д у к т о р а м и  —  э т а н о л о м ,  г е к с а 
д е к а н о м ,  ж и р н ы м и  к и с л о т а м и .  Э т и  и н д у к т о р ы  в ы з ы в а ю т  т а к ж е  п о в ы ш е н и е
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с и н т е з а  C P R ,  н е о б х о д и м о й  д л я  к а т а л и з а  и  я в л я ю т с я  о д н о в р е м е н н о  р а с т в о р и 
т е л я м и  д л я  с у б с т р а т о в .  В  р а б о т е  [ 5 ]  б ы л а  и с п о л ь з о в а н а  д о п о л н и т е л ь н а я  к о -  
э к с п р е с с и я  C P R ,  п о с к о л ь к у  с о б с т в е н н ы е  э л е к т р о н т р а н с п о р т н ы е  б е л к и  E . c o l i  

м а л о а к т и в н ы  в  р е а к ц и и  1 7 а - г и д р о к с и л и р о в а н и я .  Д р о ж ж и  S .  c e r e v i s i a e  и  

Y .  l i p o l y t i c a  с о д е р ж а т  с о б с т в е н н ы е  C P R ,  ф у н к ц и о н а л ь н о  с о п р я ж е н н ы е  в  р е 
а к ц и и  г и д р о к с и л и р о в а н и я  [ 6 ,  7 ] .  Г л ю к о з а ,  а б с о л ю т н о  н е о б х о д и м а я  д л я  р е г е 
н е р а ц и и  к о ф а к т о р а  N A D P H  в  с л у ч а е  б и о т р а н с ф о р м а ц и й  с  E . c o l i  [ 5 ] ,  м о ж е т  

п р и в о д и т ь  к  о б р а з о в а н и ю  п о б о ч н ы х  п р о д у к т о в  —  1 7 а , 2 0 а - и  1 7 а , 2 0 Р- д и г и д р о -  
к с и п р е г н - 4 - е н - 3 - о н о в ,  а  т а к ж е  д о п о л н и т е л ь н ы х  п р о д у к т о в  в  р е а к ц и и ,  к а т а 

л и з и р у е м о й  1 7 Р- г и д р о к с и с т е р о и д  д е г и д р о г е н а з о й  [ 6 ,  7 ,  1 2 ] .  И с п о л ь з о в а н и е  

э т а н о л а  и л и  г е к с а д е к а н а  в  к а ч е с т в е  и с т о ч н и к а  э н е р г и и  и  у г л е р о д а  в  з н а ч и 
т е л ь н о й  м е р е  с н и ж а е т  о б р а з о в а н и е  э т и х  п о б о ч н ы х  с т е р о и д о в .  У  д р о ж ж е й  

Y .  l i p o l y t i c a  и м е ю т с я  с п е ц и а л ь н ы е  с и с т е м ы  т р а н с п о р т а  с у б с т р а т о в  и  п р о д у к 
т о в ,  о н и  с и н т е з и р у ю т  т а к ж е  с п е ц и а л ь н ы й  э м у л ь г а т о р  л и п о с а н  д л я  р а с т в о р е 
н и я  г и д р о ф о б н ы х  с у б с т р а т о в .

В с е  э т и  п р е и м у щ е с т в а  т р а н с г е н н ы х  м и к р о о р г а н и з м о в  п о з в о л и л и  о с у щ е с т 
в и т ь  п р а к т и ч е с к и  к о л и ч е с т в е н н о е  п р е в р а щ е н и е  и с х о д н о г о  п р о г е с т е р о н а  в  ц е 

л е в о й  п р о д у к т  —  1 7 а - г и д р о к с и п р о г е с т е р о н .
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