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ТРАНСФОРМАЦИЯ СТЕРОИДОВ КЛЕТКАМИ И БЕСКЛЕТОЧНЫМ 
ПРЕПАРАТОМ КУЛЬТУРЫ MYCOBACTERIUM GLOBIFORME 193,

ВКЛЮЧЕННЫМИ В ПОЛИАКРИЛАМИДНЫЙ ГЕЛЬ

Установлено, что использование иммобилизованных ферментов дает 
ряд преимуществ по сравнению с применением обычных растворимых 
ферментов. Эти преимущества обусловлены возможностью их неоднократ­
ного применения и в ряде случаев повышенной устойчивостью к денату­
рации (*).

В большинстве работ исследовались односубстратные ферменты. Про­
мышленные процессы, в которых применяются иммобилизованные фер­
менты, также являются односубстратнымп (1_3). Иммобилизованные 
многосубстратные ферментные системы вследствие необходимости добав­
ления кофакторов и разобщенности ферментов в пространстве могут не 
дать нужных результатов (4). Кроме того, зачастую выделение и очистка 
таких ферментов, как, например, II ^-гидроксилазы стероидных соеди­
нений, связаны с большими трудностями. Было показано, что метод иммо­
билизации ферментов — включение ферментов в гель, поры которого до­
статочно малы для удерживания фермента, но достаточно велики для до­
ступа субстрата,—применим и для включения клеток микроорганизмов 
(5~8) и может явиться одним из путей для получения иммобилизованной 
полиферментной системы. Действительно, клетка для своей работы не 
нуждается в добавлении кофакторов. Ферменты, осуществляющие какой- 
нибудь цикл превращения, в этом случае пространственно сближены, и, 
следовательно, эффективность такой системы по сравнению с той же 
системой в растворе может быть гораздо выше. Преимущество иммоби­
лизованных клеток по сравнению с клетками, ведущими процесс в обыч­
ных условиях, заключается в непрерывном удалении продукта из сферы 
реакции. При разработке способа иммобилизации клеток встает вопрос 
о влиянии процессов, происходящих при полимеризации, на жизнеспо­
собность культур. Показано, что клетки Escherichia coli и Tetrahymena 
pyriformis, включенные в полиакриламидный гель, интактны, так как 
способны к дыханию и размножению (7). С помощью электронной микро­
скопии также показано, что клетки Str. faecalis остаются жизнеспособ­
ными через 11 суток после включения их в гель (8).

Целью настоящей работы является разработка способа включения 
клеток в гель и изучение влияния включения клеток М. globiforme в гель 
на их жизнеспособность и энзиматическую активность, а также иссле­
дование 1,2-дегидрогеназной активности иммобилизованного бесклеточ­
ного экстракта этой же культуры.

Мы включали в полиакриламидный гель клетки культуры М. globi­
forme 193, которая проводит 1,2-дегпдрирование А4-3-кетостеропдов (9) 
и как сопутствующие реакции 1,2-гидрирование (10), восстановление 
20-кетогруппы до 20 [3-оксигруппы и дезацетилирование (”). Полимери­
зацию исходного мономера акриламида проводили в присутствии клеток 
культуры поперечносшивающего реагента — N.N-метилен-бисакриламида 
с последующим добавлением в систему персульфата аммония и N,N,N,N- 
тетраметилэтилендиамина. Полимеризацию проводили в атмосфере азота 
при температуре 10—12°. Применяли 10% гель с 6% относительным со-
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держанием сшивающего агента. Процесс проходил примерно за 15 мин. 
Полученный блок геля разрезали, продавливали через сито 20—30 меш 
и промывали большим количеством воды до отсутствия клеток в промыв­
ных водах. Гранулы геля помещали в колонку (1X26 см), через которую 
при температуре 28° пропускали со скоростью 5 мл/час растворы суб­
стратов. Эта же методика была применена для включения в гель бескле­
точного экстракта М. globiforme, полученного после разрушения клеток 
ультразвуком. Гранулы помещали в колонку 1X78 см. Для определения 
продуктов трансформации использовали метод количественной тонкослой­
ной хроматографии. Метод включения клеток в гель дал стабильные гра­
нулы, заполненные клетками. Предварительно мы исследовали жизнеспо­
собность иммобилизованных клеток, их способность к размножению и 
интенсивность дыхания.

Способность к размножению определена по методу, предложенному 
Апдайком (’). Проводили включение в гранулы обычной клеточной сус­
пензии и суспензии, убитой нагреванием (контроль) по вышеописанной 
методике. Гранулы хранили в холодильнике. Через 2 суток часть гранул 
промывали стерильной водопроводной водой, затем растирали в ступке. 
Полученную суспензию разводили стерильной водопроводной водой и вы­
севали на МПА. Культура дала обильный рост (20—30 колоний на чатикс 
Петри). В контроле были единичные колонии (2—3) посторонней микро­
флоры.

Часть гранул с включенными клетками использовали для определения 
интенсивности дыхания в аппарате Варбурга. В качестве субстрата для 
дыхания применяли глюкозу. Контролем служили гранулы с клетками, 
убитыми нагреванием. Оказалось, что интенсивность дыхания для клеток, 
включенных в гель, равна 84 мкл О2 в 1 час на 40 мг сухого геля или 
на 2 мл суспензии гранул. Полученные данные позволяют сделать вывод 
о жизнеспособности иммобилизованной культуры. При проведении про­
цесса трансформации с помощью гранул с клетками М. globiforme были 
получены результаты, представленные в табл. 1.

Трансформация стероидов клетками Mycobacterium 
globiforme, включенными в гель

Таблица 1

Субстрат
Исходная 

концентрация
Выход 20р-оксипро« 

взводного, %
стероида, 

мг/мл через
3 часа

через
20 час.

Гидрокортизон 0,2 100 100
Кортизон 0,2 100 100
Вещество Рейхштейна * 0.2 75 50
Преднизолон 0,2 100 —
Преднизон 0,1 100 100
Д-1,2-производное вещества 0,05 75 40

«S» Рейхштейна

* Использовали суспензию субстрата.

Из данных табл. 1 следует, что культура, включенная в гель, проводит 
селективное 20р-восстановление. В случае вещества «3» и его 1,2-произ­
водного восстановление сопровождается деструкцией стероида, что при­
водит к снижению выхода 2(ф-оксипроизводных. Образования каких-либо 
других А4-3-кетостероидов не отмечено. В обычных условиях культура 
осуществляет восстановление 20-кетогруппы стероидов наряду с 1,2-деги­
дрированием или 1,2-гидрированием кольца А стероидной молекулы.
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По-видимому, это обусловлено специфическими условиями, вызванными 
включением клеток в гель. Следует отметить, что получение 2Сф-оксипро- 
изводных — процесс, происходящий при участии НАД-Н2,— указывает 
либо на интактность клеток, либо по крайней мере на сохранение значи­
тельной части структуры клеток, потому что в противном случае низко­
молекулярный кофактор удалялся бы при отмывке геля. Известно, что 
бесклеточный препарат М. globiforme проводит процесс 1,2-дегидрирова- 
ния А4-3-кетостероидов без добавления кофакторов (9). В опытах, прове­
денных нами, иммобилизованный экстракт без добавления кофакторов не 
проводит 1,2-дегидрирования гидрокортизона. Вероятно, низкомолекуляр­
ный кофактор удаляется при промывании полученных гранул от белка, 
не включившегося в гель. В присутствии искусственного акцептора во­
дорода, феназинметасульфата (концентрация субстрата и акцептора 
0,2 мг/мл), при скорости потока через колонку 5 мл/час 1,2-дегидриро­
вание проходило на 25—30%.

Таким образом, нами показано, что клеткп культуры М. globiforme 
193, включенные в полиакриламидный гель, способны осуществлять се­
лективное 20р-восстановление ряда кортикостероидов. Клетки культуры 
остаются интактными после включения их в гель. Бесклеточный экстракт 
этой культуры, включенный в гель, проводит 1,2-дегпдрирование в при­
сутствии кофактора — феназинметасульфата. В настоящее время нами 
проводятся исследования по использованию клеток, включенных в поли­
акриламидный гель, для осуществления процессов 11 ^-гидроксилирова­
ния и 1,2-дегпдрпрованпя.
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