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Тритикаин- – протеолитический фермент из пшеницы (Triticum aestivum L), принадлежащий к семейству папаин-подобных цистеиновых протеиназ. Тритикаин- принимает участие в процессинге основных запасающих белков эндосперма (известных как глютен) и является перспективным кандидатом на роль замещающего фермента в энзиматической терапии глютеновой непереносимости, в том числе, целиакии. Ранее было показано, что тритикаин- проявляет глютеназную и коллагеназную активности, однако специфичность действия фермента и параметры его каталитической активности оставались неизвестными. 
Методами молекулярного клонирования получены генно-инженерные конструкции для экспрессии следующих рекомбинантных форм тритикаина-: тритикаина- GM (D23-G348, содержит последовательности продомена и протеиназного домена) и протеиназного домена фермента (L130-G348) в бактериальной системе (Escherichia coli), а также тритикаина- GM в дрожжевой системе (Pichia pastoris). С помощью афинной хроматографии клеточных лизатов получены очищенные препараты указанных форм белка. Методом флуориметрии с использованием пептидных субстратов, конъюгированных с флуорофором 7-аминометилкумарином (AMC), охарактеризована каталитическая активность полученных форм тритикаина-. 
Установлено, что экспрессия тритикаина- GM в бактериальных клетках сопровождается образованием нерастворимых телец включения, в связи с чем возникает необходимость проведения дополнительной стадии рефолдинга белкового продукта. В то же время, при экспрессии в дрожжевой системе фермент секретируется в культуральную среду и является каталитически активным. Методом аналитической ВЭЖХ и флуориметрии показано, что в отличие от тритикаина- GM рекомбинантная форма фермента, соответствующая его протеиназному домену, не принимает структуру, необходимую для проявления каталитической активности. Анализ зависимостей начальных скоростей реакции протеолиза различных пептидов от их концентрации показал, что предпочтительными субстратами тритикаина- GM являются Ac-VLPQ-AMC и Ac-QLLR-AMC, а также Bz-FVR-AMC, который часто применяют при исследовании, в том числе, катепсин-подобных ферментов. 
На основании полученных результатов сделаны следующие выводы: (i) для получения активного фермента предпочтительней использовать дрожжевой штамм-продуцент; (ii) для образования каталитически активной формы фермента необходимо присутствие в его структуре продомена D23-E129; (iii) cубстратная специфичность тритикаина- определяется наличием гидрофобного аминокислотного остатка в положении P2, что является отличительной чертой большинства папаин-подобных протеиназ растений.  
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