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Аннотация. Экспрессия рекомбинантных белков важна для изучения их биологи-
ческой функции. Наиболее часто для первичного описания свойств белка исполь-
зуется система экспрессии бактерии E. coli. Однако в условиях сверхэкспрессии 
скорость агрегации целевых белков часто превышает скорость правильного сво-
рачивания, что приводит к образованию нерастворимых телец включения. Тель-
ца включения являются существенным недостатком системы экспрессии E. coli, 
поскольку препятствуют выделению целевых рекомбинантных белков. Одним из 
решений существующей проблемы является использование шаперон-подобных 
белков in vitro при рефолдинге целевого белка. В качестве примера шаперон-по-
добного белка был взят рекомбинатный белок MF3, который увеличил выход рас-
творимой растительной хитиназы на 92% в сравнении с выходом этого белка при 
использовании стандартной процедуры рефолдинга.
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Экспрессия рекомбинантных белков важна 
для изучения их биологической функции [1]. 
Существует несколько стандартных систем экс-
прессии для производства целевых белков: бак-
терии, дрожжи, клетки насекомых, клетки мле-
копитающих и бесклеточные системы. Экспрес-
сия в клетках млекопитающих и насекомых при-
водит к образованию биологически активных 
белков, которые содержат посттрансляционные 
модификации, такие как фосфорилирование, 
ацетилирование и гликозилирование. Однако 
экспрессия с использованием этих систем дает 
низкие выходы рекомбинантных белков, а стои-
мость этих систем обычно высока для производ-
ства белков в промышленных масштабах. Бес-
клеточные системы также не позволяют полу-
чать высокие выходы рекомбинантных белков. 
В настоящее время наиболее удобной и часто 
используемой системой для получения рекомби-
нантных белков является экспрессия в бактери-
ях Escherichia coli [2].

Рекомбинантным белкам в процессе био-
синтеза в E. coli часто требуются модуляторы 
сворачивания, так называемые белки-шаперо-
ны. В условиях сверхэкспрессии скорость агре-
гации целевых белков часто превышает скорость 
правильного сворачивания, и собственные белки-
шапероны быстро расходуются [3], что приводит 
к образованию нерастворимых телец включения. 
Тельца включения являются явным недостатком 
системы экспрессии E. coli [1], поскольку пре-
пятствуют выделению целевых рекомбинантных 
белков. 

Существует множество химических и физи-
ко-химических способов снижения скорости об-
разования телец включения при экспрессии в E. 
coli. Изменение условий роста, таких как тем-
пература роста, концентрация индуктора и вре-
мя индукции, часто может помочь уменьшить 
образование телец включения (нерастворимой 
фракции белков). Недавно сообщалось, что ре-
комбинантные белки сверхэкспрессируются в 
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растворимой форме при добавлении совмести-
мых химических реагентов в среду экспрессии 
[4]. Вместо образования телец включения це-
левой белок может экспрессироваться в виде 
растворимого белка в присутствии сорбита, 
аргинина и трегалозы, добавленных при куль-
тивировании рекомбинантных штаммов. Эти 
добавки могут подавлять образование телец 
включения и тем самым повышать раствори-
мость целевых белков в системах сверхэкспрес-
сии E. Coli [4].

Для восстановления биологически активной 
растворимой формы рекомбинантных белков из 
телец включения существует метод рефолдинга. 
В типичной процедуре рефолдинга агрегирован-
ные формы денатурируют и растворяют с помо-
щью высокой концентрации денатурантов, таких 
как мочевина и хлорид гуанидиния, или ионных 
детергентов, таких как N-лауроилсаркозин. Эти 
химические реагенты используются для умень-
шения нековалентных взаимодействий между 
молекулами белка. Кроме того, добавляют дитио-
треитол (DTT) или 2-меркаптоэтанол (2-МЭ) для 
уменьшения нежелательных меж- и/или внутри-
молекулярных дисульфидных связей. Рефолдинг 
денатурированных белков (развернутая форма) 
в активные белки (свернутая форма) происходит 
за счет удаления денатуранта. Эффективность 
рефолдинга, т.е. выход биологически активного 
белка можно оценить, например, по фермента-
тивной активности.  

Существует нескольких основных методов 
рефолдинга: эксклюзионная хроматография [5], 
обращенные мицеллярные системы [6], цеолит-
поглощающие системы [7] и естественная ша-
перонная система GroEL-GroES [8–10]. Методы 
рефолдинга, использующие хроматографические 
или нехроматографические стратегии, представ-
лены в недавних обзорах [11–12]. Хотя эти ме-
тоды хорошо работают для многих телец вклю-
чения и денатурированных модельных систем, в 
большинстве случаев происходит значительное 
осаждение белков, что приводит к низкому вы-
ходу рефолдинга. Поэтому процедура рефолдин-
га для каждого конкретного белка по-прежнему 
выполняется с помощью серии предварительных 
оптимизационных экспериментов.

Например, для получения растительной хити-
назы из плотоядных растений рода Drosera в рас-
творимой форме в экспрессионной системе E. 
coli нами  недавно были протестированы три 
разных подхода: диализ, быстрое разведение и 
рефолдинг на Ni–NTA-агарозе до ренатурации. 

Разработанный протокол быстрого разведения 
с использованием ренатурационного буфера 
с добавлением 10%-го глицерина и 2 М арги-
нина в сочетании с окислительно-восстанови-
тельной парой восстановленного/окисленного 
глутатиона увеличил выход активного раство-
римого белка до 9,5 мг на 1 г сырой биомас-
сы [13]. Тем не менее, поиск новых подходов к 
рефолдингу хитиназы все еще представляется 
актуальной задачей.

В этом смысле использование при рефолдин-
ге дополнительных молекулярных шаперонов 
может быть оригинальным решением в полу-
чении растворимого рекомбинантного белка. 
Шапероны представляют собой белки, которые 
способствуют нековалентному сворачиванию 
или разворачиванию, а также сборке или раз-
борке других макромолекулярных структур. Од-
ной из основных функций шаперонов является 
предотвращение агрегации как вновь синтезиро-
ванных полипептидных цепей, так и собранных 
субъединиц в нефункциональные структуры. 
Помимо своей фундаментальной роли в свора-
чивании белков de novo, шапероны участвуют 
в различных аспектах поддержания протеома, 
включая помощь в сборке макромолекулярных 
комплексов, транспортировке и деградации 
белков, а также диссоциацию агрегатов и ре-
фолдинг стресс-денатурированных белков [14]. 
Шаперон может связываться с экспрессируемым 
формирующимся белком внутри клетки и пре-
дотвращать его агрегацию, уменьшая скорость 
агрегации, вызванной образованием гидрофоб-
ных связей между специфическими сайтами на 
поверхности белковой глобулы [15]. 

Несколько исследований подтвердили пре-
имущества шаперонов в сворачивании белков 
при совместной экспрессии. Некоторые системы 
шаперонов действуют как фолдазы: они поддер-
живают сворачивание белков АТФ-зависимым 
образом (например, система GroEL/GroES или 
система DnaK/DnaJ/GrpE) [16–17]. Другие ша-
пероны действуют как холдазы (например, DnaJ 
или Hsp33): они связывают промежуточные сое-
динения в процессе сворачивания, чтобы предот-
вратить их агрегацию  [18–19]. Hsp60 (комплекс 
GroEL/GroES в E. coli) представляет собой наи-
более охарактеризованный большой (~1 МДа) 
шаперонный комплекс. GroEL представляет со-
бой двойное кольцо с гидрофобной открытой по-
лостью, в просвете которой может разместиться 
нативный зеленый флюоресцентный белок (GFP, 
54 кДа). GroES представляет собой гептамер, ко-
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торый связывается с GroEL в присутствии АТФ 
или АДФ. Система GroEL/GroES конкурентна в 
процессах сворачивания целевого белка, т.е. его 
связывание внутри полости GroEL идет быстрее, 
чем агрегация [20]. Шапероны Hsp70 (DnaK в E. 
coli) представляют собой широко распространен-
ный класс белков и, возможно, являются наибо-
лее охарактеризованными небольшими (~70 кДа) 
шаперонами [14]. Белкам Hsp70 помогают бел-
ки Hsp40 (DnaJ в E. coli), которые увеличивают 
скорость потребления АТФ и активность Hsp70. 
Считается, что многие Hsp70 собираются во-
круг развернутого субстрата, стабилизируя его и 
предотвращая агрегацию до тех пор, пока развер-
нутая молекула не свернется должным образом, 
после чего Hsp70 теряют сродство к молекуле и 
диффундируют [21]. 

Иногда оптимизация условий роста, например 
снижение концентрации индуктора и температу-
ры индукции, может не привести к получению 
белка в растворимой форме. Например, альдегид-
дегидрогеназа (6-His-ALDH3A1) экспрессирова-
лась с более высокой скоростью, но весь реком-
бинантный белок находился в тельцах включе-
ния. Ни индукция при более низкой температуре, 
ни стратегия аутоиндукции не улучшали его рас-
творимость. Тем не менее, совместная экспрес-
сия двух групп молекулярных шаперонов (GroES/
GroEL и DnaK/DnaJ/GrpE) приводила к более 
высокому выходу растворимой активной формы 
ALDH3A1 [22]. Аналогичным образом, доля рас-
творимого фермента хитобиазы была увеличена с 
42 до 71% за счет совместной экспрессии систе-
мы шаперонов GroEL/ES и оптимизации условий 
культивирования рекомбинантных штаммов [23].

Однако существует и другая группа белков, 
улучшающая процесс рефолдинга. К ним отно-
сятся пептидил-пролил-цис/транс-изомеразы 
(PPIase) [24], которые катализируют изомериза-
цию пептидных связей для достижения конфор-
мационных изменений в нативных свернутых 
белках, а также обладают шаперон-подобной ак-
тивностью [25–27]. 

В качестве примера можно привести PPIазу 
FKBP-типа с приблизительной молекулярной мас-
сой 17 кДа (VaFKBP17), выделенную из бактерии 
Vibrio anguillarum O1. Ген ppi из V. anguillarum 
O1 был амплифицирован и экспрессирован в E. 
coli. Анализ изомеризационной активности с 
использованием нитроанилида сукцинил-Ala-
Phe-Pro-Phe-p в качестве субстрата показал, что 
активность VaFKBP17 была максимальной при 
низкой температуре (5 °С) и щелочных условиях 
(pH 10). Для оценки шаперон-подобной активно-

сти VaFKBP17 было изучено влияние VaFKBP17 
на рефолдинг β-1,3-1,4-глюканазы из Bacillus sp. 
J-10, образующей тельца включения при сверх-
экспрессии в клетках E. coli. Было показано, 
что повышение концентрации VaFKBP17 от 1 
до 4 мкг увеличивает активность β-глюканазы 
до 160% в сравнении с контролем (без добав-
ления 4 мкг VaFKBP17) [28]. 

Недавно во Всероссийском научно-исследо-
вательском институте фитопатологии был вы-
делен и охарактеризован новый белок-элиситор 
MF3 (microbial factor 3) из бактерии Pseudomonas 
fl uorescens, способный индуцировать устойчи-
вость растений к вирусным и грибным патоге-
нам [29]. Определение полной аминокислотной 
последовательности MF3 [30] показало высо-
кую степень его гомологии к пептидил-пролил-
цис/транс-изомеразам FKBP-типа бактерии P. 
fl uorescens [31], в связи с чем MF3 был отнесен к 
PPIазам. MF3 обладает относительно низкой мо-
лекулярной массой (16,9 кДа), а также высокой 
термостабильностью, что значительно облегчает 
процесс выделения белка из клеточных лизатов. 
Был получен рекомбинантный штамм – проду-
цент MF3 в бактериальной системе экспрессии 
E. coli и оптимизирована методика очистки гомо-
генного препарата MF3 [32].

Цель настоящей работы – определение ша-
перон-подобной активности PPIазы MF3 в про-
цессе рефолдинга растительной хитиназы D. 
capensis для увеличения выхода растворимого 
фермента.

Экспериментальная часть
Получение рекомбинантного ферментного 

препарата MF3
Методом ПЦР с использованием синтетиче-

ских олигонуклеотидов 
5′-3′: gacatatgctgatcgccgccaataag; 
5′-3′: tcgcggccgctcagtggtgatggccaccttc 

был получен ПЦР-продукт размером 501 п.н., 
кодирующий белок MF3. Далее фрагмент был 
обработан эндонуклеазами рестрикции NdeI и 
NotI, очищен от компонентов реакции и корот-
ких фрагментов ДНК с помощью Gel Extraction 
Kit («Qiagen», Германия). Затем была опреде-
лена концентрация ДНК полученного фрагмен-
та на приборе «NanoDrop Lite» («Thermo Fisher 
Scientifi c», США). Эндонуклеазами рестрикции 
NdeI и NotI  был также обработан 1 мкг ДНК плаз-
миды pET28a. Фрагменты ДНК после рестрик-
ции были анализированы в 1%-м агарозном геле 
и затем выделены с помощью Gel Extraction Kit 
(«Qiagen», Германия).
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Фрагменты смешивали в эквимолярном со-
отношении и лигировали с помощью T4 ДНК-
лигазы («Thermo Fisher Scientifi c», США) в со-
ответствии с протоколом фирмы-производите-
ля. Лигазная смесь была трансформирована в 
компетентные клетки  Escherichia coli Mach1 
(«Invitrogen», США). Клетки высевались на ага-
ризованую LB: триптон (10 г/л), дрожжевой экс-
тракт (5 г/л), NaCl (5 г/л), бактериологический 
агар (20 г/л), канамицин (50 мкг/мл). Далее транс-
форманты культивировали на жидкой среде LB для 
выделения плазмидной ДНК («Plasmid Mini Kit», 
«Qiagen», Германия). Полученной плазмидной 
ДНК трансформировали штамм E. coli RosettaTM 
(DE3) («Merck», Германия). Селекцию трансфор-
мантов проводили на агаризованной среде LB с 
добавкой канамицмна (50 мкг/мл) и хлорамфени-
кола (34 мкг/мл).

Отобранный рекомбинантный штамм E. coli 
MF3 переносили петлей в 5 мл жидкой среды LB 
(50 мкг/мл канамицин, 34 мкг/мл хлорамфеникол). 
Клетки выращивали 16 ч при 30 °С. Затем ноч-
ную культуру разбавляли 1:100 средой ТВ. Со-
став среды TB: пептон микробиологический 
(12 г/л), дрожжевой экстракт (24 г/л), K2HPO4 
(9,4 г/л), KH2PO4 (2,2 г/л), глицерин (4 г/л), кана-
мицин (50 мкг/мл). Через 3 ч роста температуру 
снижали до 26 °С, вносили индуктор изопропил-β-
D-тиогалактопиранозил до 0,2 мМ и продолжали 
культивирование при 26 °С. После культивирова-
ния надосадочную жидкость отделяли центрифу-
гированием (4000 об/мин, 5 мин, 4 °С), а клетки 
ресуспендировали в 5 мл 50 мМ K–Ph-буфере 
(рН 7,0). Далее суспензия клеток была обрабо-
тана ультразвуком 3 раза по 30 с с промежутком 
1 мин на приборе «Sonics Vibra-cell» («Sonic 
Materials Inc», США). Суспензию клеток цен-
трифугировали (13 000 об/мин, 15 мин, 4 °С). Су-
пернатант подвергали аффинной хроматографии 
на колонках с Ni–NTA («Qiagen», Германия) по 
стандартной процедуре фирмы-производителя.

Рефолдинг рекомбинантной растительной 
хитиназы

Растительная рекомбинантная эндохитиназа 
Drosera capensis была получена, как описано в 
[13]. После культивирования трансформирован-
ного штамма-продуцента E. coli Chit 100 мл куль-
туральной среды центрифугировали и клетки ре-
суспендировали в 10 мл буфера (50 мМ Трис-HCl 
(pH 7,5), 100 мМ NaCl, 5 мМ ДТТ, 1 мМ PMSF). 
Суспензию клеток разрушали ультразвуком 
(5×30 с), охлаждая на льду. Лизат бактерий цен-
трифугировали при 12 000 g в течение 30 мин при 

4 °С, супернатант и осадок отделяли и иден-
тифицировали электрофорезом в полиакри-
ламидном геле в денатурирующих условиях. 
Результаты показали, что эндохитиназа образует 
тельца включения. Осадок пять раз промывали 
5 мл буфера (50 мМ Трис-HCl (pH 8,5), 100 мМ 
KCl и 2 М мочевина) для максимального удале-
ния белков E. coli. Тельца включения осаждали в 
течение 15 мин при максимальных оборотах, су-
пернатант удаляли. Осадок растворяли в 5 мл бу-
фера для денатурации (50 мМ Трис-HCl (pH 8,5), 
100 мМ KCl, 8 М мочевина, 1 мМ ЭДТА и 20 мМ 
ДТТ) в течение 2 ч при 40 °C. Раствор центрифуги-
ровали 15 мин при максимальной скорости. 

Химические добавки и белки-шапероны спо-
собны в значительной степени способствовать 
правильному сворачиванию биомолекул [33]. 
Основной буфер рефолдинга включал 50 мМ 
Трис-HCl (pH 8,5) и 200 мМ КCl, с добавка-
ми: (NH4)2SO4, додецилсульфат натрия (ДСН), 
Twen 80, аргинин, аланин, глицин, глицерин, саха-
роза, 2-меркаптоэтанол (2-МЭ), глутатион GSH/
GSSH и MF3 в разных концентрациях. Концен-
трации ферментов в запасных растворах опре-
деляли на приборе «NanoDrop Lite» («Thermo 
Fisher Scientific», США). Соотношение концен-
трации эндохитиназы и MF3 составляло 10:1, 
5:1, 2:1. Быстрое «шоковое» разведение белка в 
рефолдинг-буфере в соотношении 1:10 в неко-
торых случаях предпочтительнее постепенного 
диализа [34]. Раствор хитиназы в денатурирую-
щем буфере (10 мг/мл) объемом 100 мкл охлаж-
дали до 4 °С и быстро добавляли к охлажденно-
му образцу буфера для рефолдинга объемом 900 
мкл при интенсивном перемешивании. Смесь 
инкубировали 24 ч, отделяли от осадка центри-
фугированием при 14 000 g в течение 15 мин. 
Эффективность рефолдинга оценивали по вы-
свобождению растворимой формы хитиназы и 
ее активности. 

Определение хитиназной активности                       
и концентрации белка

Для измерения активности эндохитиназы ис-
пользовали коллоидный хитин в качестве суб-
страта. Коллоидный хитин получали из хитина 
креветки («Sigma», США) по модифицирован-
ному методу Хсу [35]. К порошку хитина (40 г) 
медленно добавляли 600 мл концентрированной 
соляной кислоты, выдерживали в течение 60 мин 
при 30 °C и интенсивном перемешивании. Хитин 
осаждали в виде коллоидной суспензии, медлен-
но разбавляя раствор в 2 л воды при 10 °C. Су-
спензию фильтровали и промывали дистиллиро-
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ванной водой до нейтрального значения pH. По-
лученную суспензию использовали в работе для 
определения хитиназной активности.

Активность по хитину определяли методом, 
основанном на спектрофотометрической детек-
ции выделяемого в ходе гидролиза N-ацетилглю-
козамина. К 120 мкл суспензии коллоидного хити-
на (10 г/л), подогретого до 55 °С, добавляли 90 мкл 
ацетатного буфера (рН 5,0) и 60 мкл ферментного 
препарата (с концентрацией 1 мг/мл) После чего 
инкубировали 10 мин и добавляли 900 мкл крася-
щего раствора (0,5 г/л гексацианоферрата(III) ка-
лия в 0,5 М Na2CO3). Смесь инкубировали 15 мин 
при 100 °С, центрифугировали и измеряли опти-
ческую плотность при длине волны 400 нм [36]. 
За единицу хитиназной активности принимали 
количество фермента, необходимое для высво-
бождения 1 мкмоля N-ацетил-D-глюкозоамина из 
коллоидного хитина в течение 1 мин.

Результаты и обсуждение

Влияние PPIазы MF3 на процесс рефолдинга 
рекомбинантной хитиназы из D. capensis

Электрофоретический анализ образцов эндо-
хитиназы в клеточном дебрисе подтвердил нали-
чие нерастворимой формы фермента, находящей-
ся в виде телец включения. На рис. 1 представ-
лена электрофореграмма, на которой видно, что 
полоса, соответствующая эндо-хитиназе массой 
37 кДа, присутствует только в нерастворимой 
фракции.

Для определения шаперон-подобной активно-
сти у PPIазы MF3 (т.е. изучения влияния MF3 на 
правильный фолдинг эндохитиназы) был прове-
ден эксперимент по рефолдингу эндохитиназы в 
присутствии МF3 по аналогии с экспериментом, 
поставленным Geon A.J. с соавторами для рефол-
динга β-1,3-1,4-глюканазы в присутствии PPIазы 
VaFKBP17 [28]. Для сравнения эффекта были 
также протестированы буферы для рефолдинга 
c классическими добавками: 100 мМ (NH4)2SO4; 
0,25% додецилсульфат натрия; 0,1% Twen 80; 
0,25 М аргинин; 0,25 М пролин; 0,25 М глицин; 
5% глицерин; 2 мМ 2-МЭ; глутатион GSH/GSSH 
0,5/0,5%. Концентрация PPIазы MF3 в буфере для 
рефолдинга составляла 0,1; 0,2 и 0,5 мг/мл.

Как следует из рис. 2, сульфат аммония, Twen 
80 и сахароза не оказали значительного влияния 
на выход эндохитиназы после рефолдинга, 
в то время как 2-МЭ и ДСН снизили выход 
рекомбинантного фермента по сравнению с 
контролем. В качестве контроля использова-
ли основной буфер для рефолдинга (50 мМ 

Трис-HCl (рН 8,5) + 200 мМ KCl). Глицерин 
является основной буферной добавкой, которая 
доказала эффективность рефолдинга для широко-
го спектра ферментов [37]. В случае добавления 
глицерина при рефолдинге эндохитиназы выход 
увеличился на 188% по сравнению с контролем. 
Добавление аминокислот, таких как аргинин, ала-
нин, глицин увеличило выход на 122, 41, 44% со-
ответственно. Аминокислоты могут действовать 
как «химические шапероны», взаимодействуя с 
гидрофобными участками полипептидной цепи 
и предотвращая внутри- и межмолекулярную 
агрегацию молекул белка [38]. Использование 
буфера для рефолдинга с окислительно-восста-
новительной парой глутатиона GSH/GSSG (1:1) 
увеличило выход эндохитиназы на 47%. Ранее 
эффективность использования окислительно-
восстановительных пар глутатиона GSH/GSSG, 
используемых в соотношении 1:10, была проде-
монстрирована в работах по рефолдингу лизоци-
ма [39]. Добавление белка PPIазы MF3 к эндохи-
тиназе в количестве 0,1 и 0, 2 мг/мл не увеличило 
выход эндохитиназы. При добавлении 0,5 мг/мл 
MF3 наблюдалось увеличение выхода активной 
формы эндохитиназы на 92% по сравнению с 
контролем. 

Полученные результаты согласуются с ана-
логичными данными для PPIаз FKBP-типа. Из-
вестно, что шапероны и фолдазы способству-
ют правильному сворачиванию полипептидов в 
функциональные белки внутри клеток. Шаперо-
ны, такие как DnaJ, DnaK, GrpE и GroE, опреде-
ляются как белки, обеспечивающие правильное 
сворачивание при отсутствии ковалентных изме-
нений. Они распознают и избирательно связыва-
ются с ненативными белками и подавляют агре-
гацию промежуточных продуктов сворачивания. 
Напротив, фолдазы катализируют ковалентные 
реакции, необходимые для сворачивания белка. 
Таким образом, фолдазы отличаются от шаперо-
нов своим участием в ковалентных изменениях. 
На сегодняшний день охарактеризованы только 
два семейства фолдаз: протеиндисульфидизоме-
разы и PPIазы. Однако в некоторых сообщениях 
предполагается, что PPIазы обладают шаперон-
подобными функциями in vitro и in vivo [40, 41]. 
Интересно, что шаперон-подобная активность 
и эффективная активность сворачивания раз-
вернутых белков требуют дополнительных дис-
кретных доменов. Однако MF3, как и VaFKBP17, 
состоит из одного домена. Поэтому одна из ги-
потез предполагает, что VaFKBP17 обладает ша-
перон-подобной активностью, которая включает 
связывание субстрата (β-1,3-1,4-глюканазы) с его 
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Рис. 2. Относительная активность эндохитиназы после проведения рефолдинга в буферах 
с разными добавками

Рис. 1. ПААГ-электрофореграмма (М – маркер, 1 – растворимая фракция, 2 – нерастворимая 
фракция, 3 – фермент после рефолдинга в буфере Трис-HCl + KCl, 4 – фермент после рефол-

динга в буфере с PPI MF3 0,55 мг/мл)

гидрофобным активным карманом. В этом ва-
рианте гидрофобные поверхности PPIазы вза-
имодействуют с промежуточными продуктами 
неправильной укладки β-1,3-1,4-глюканазы и 

восстанавливают активность фермента, транс-
формируя белок в нативную форму [41, 42]. 
Аналогичный вариант шаперон-подобной ак-
тивности возможен и в случае взаимодействия 
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растительной эндохитиназы и PPIазы MF3, име-
ющей высокую степень гомологии с PPIазами 
FKBP-типа, а именно, PaFKBP-25 (JQ0140) из 
Pseudomonas aeruginosa. 

Эндохитиназа D. capensis обладает двухдо-
менной структурой, состоящей из каталитическо-
го и хитин-связывающего доменов, соединенных 
протяженным линкером. Анализ 3D-структуры 
фермента, проведенный нами ранее [13], показал, 
что помимо наличия цистеинов в позициях С191, 
С231 и С286, обеспечивающих термодинамиче-
скую стабильность структуры на финальных эта-
пах сворачивания белковой глобулы, существуют 
также и аминокислотные остатки на поверхности 
эндохитиназы, которые предположительно могут 
обеспечивать агрегацию белка за счет гидрофоб-
ных взаимодействий при сверхэкспрессии эндо-

хитиназы. Препятствуя этим взаимодействиям, 
PPIаза MF3 может обеспечивать более высокую 
растворимость активной растительной хитиназы 
при рефолдинге.

Таким образом, применение микробного ре-
комбинантного белка MF3 в рефолдинге рас-
тительной эндохитиназы D. capensis в соот-
ношении 2:1 (эндо-хитиназа : MF3) позволило 
увеличить выход активной формы фермента на 
92% относительно контрольного буфера для ре-
фолдинга, что можно объяснить наличием ша-
перон-подобной активностти у MF3, являющей-
ся PPIазой FKBP-типа. Полученный результат 
имеет также прикладное значение, позволяю-
щее использовать микробный белок MF3 в ре-
фолдинге гидрофобных белков вместо различ-
ных химических добавок.
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