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Антибиотики являются единственными препаратами, способными обеспечить быструю защиту при инфицировании широким кругом агентов бактериальной природы. Более половины всех используемых в настоящее время в мире антибиотиков составляют бета-лактамы. При этом устойчивость микроорганизмов к бета-лактамным антибиотикам является одной из самых распространенных проблем в настоящее время. 
Основным механизмом устойчивости грам-отрицательных микроорганизмов к действию бета-лактамных антибиотиков является продукция бактериями ферментов – бета-лактамаз, которые катализируют реакцию гидролиза бета-лактамного кольца антибиотика. В последние годы проблема антибиотикорезистентности стала более угрожающей в связи с распространением панрезистентых микроорганизмов, к которым относится бета-лактамаза NDM-1.
Для разработки методов детекции бета-лактамазы NDM-1 и создания ингибиторов этого фермента в дальнейшем необходимо получить рекомбинантный белок и изучить его свойства. Ввиду сложности выделения достаточного количества фермента из клинических образцов предложено получить его рекомбинантную форму методами генетической инженерии.
Целью данной работы является разработка методов клонирования и экспрессии гена NDM-1 β-лактамазы в клетках E.coli bl21 и изучение каталитических свойств рекомбинантного фермента.
В процессе работы проведен молекулярный дизайн праймеров для амплификации гена бета-лактамазы методом ПЦР. После этого ген был клонирован в плазмидный вектор pET – 24a(+) по сайтам рестрикции EcoRI и NdeI. В результате был создан штамм E.coli – продуцент рекомбинантной NDM-1 бета-лактамазы. 
Следующий этап работы был направлен на оптимизацию условий культивирования с целью выбора температуры, концентрации индуктора, времени. Белок был очищен методом ионообменной хроматографии на колонке SOURCETM 15 Q в Трис-HCl буфере (pH=7,6) с градиентом соли NaCl (0 – 0,3 M).

Для характеристики рекомбинантного белка NDM-1 был изучен процесс гидролиза нескольких субстратов (ампицилин, CENTA, меропенем). Изучено влияние условий гидролиза субстратов ферментом (тип буфера, pH), определены значения Km,Vmax для исследованных субстратов.  
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