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ФЕРМЕНТЫ. 

ПРЕИМУЩЕСТВА 

Ферменты – в основном 

белковые молекулы, 

которые катализируют 

химический реакции с 

невероятной для обычной 

химии активностью и 

специфичностью 



БИОКАТАЛИЗАТОРЫ 

Ферменты (или их смеси) 
 

    Пищевая промышленность 

      Фармацевтическая 
промышленность 

Тонкий органический синтез 

 Аналитическая биотехнология 

Наука 
 

Медицина 

Текстильная промышленность 

Целлюлозно-бумажная 
промышленность 

Целые клетки 

 

Пищевая промышленность 

      Фармацевтическая  
промышленность 

Тонкий органический синтез 

Аналитическая биотехнология 

Наука 
 

Охрана окружающей среды 

    Крупнотоннажный синтез 
органических соединений 

Более 99% используемых ферментов 

 являются рекомбинантными !!! 

Более 85% используемых промышленных 

 штаммов получены с помощью  

методов классической селекции !!! 



ФЕРМЕНТЫ. 

НЕДОСТАТКИ 
1. Как правило, ферменты высокоактивны и 

селективны с природными молекулами и очень 

часто малоактивны с их аналогами 
 

2. Оптимальные условия активности большинства 

ферментов далеки от оптимальных условий 

реального процессах 
 

3. Даже самый активныый фермент имеет предел 

эффективности 
 

4. Проблема операционной и температурной 

стабильности 



Субстратная специфичность ферментов. 

Пенициллинацилаза E.coli 

ампициллин 

амоксициллин 



Что делать???!!! 



Что делать???!!! 

Создавать новые  

биокатализаторы с  

нужными свойствами 



The Ideal 

Biocatalyst 

- a new 

paradigm 

Conventional  
design 

REACTION 
CONSTRAINTS 

NON-IDEAL 
CATALYST 

COMPROMISED  
PROCESS 

IDEAL design 
paradigm 

REACTION 
CONSTRAINTS 

SEARCH FOR THE  
IDEAL CATALYST 

‘IDEAL’  
PROCESS 

Burton, Cowan  & Woodley (2002) Nature Biotechnol. 30:35-46 



Ферменты – создание «идеального 

биокатализатора» 

 Оптимизация экспрессии в штамме-хозяине 

 Увеличение каталитической активности 

 Изменение рН-оптимума активности 

 Изменение субстратной и (или) 

коферментной специфичности 

 Повышение термостабильности 

 Повышение «операционной» стабильности 

 Адаптация к органическим растворителям и 

другим нетрадиционным средам 



Ферменты – создание «идеального 

биокатализатора» 

 Поиск и выбор исходного фермента 

 

 Создание штамма – продуцента 

рекомбинантного белка 

 

 Оптимизация условий культивирования 

для достижения максимального выхода. 

 

 Изменение свойств  



Исходный фермент: формиатдегидрогеназа 

Pseudomonas sp.101 vs Candida boidinii 

Параметр wt-PseFDH wt-CboFDH 

Удельная активность, U/mg 10.0 6.3 

Относительная 

термостабильность 

200 1 

Предпочтение NAD+/NADP+ 2 300 300 000 

Устойчивость к органическим 

растворителям 

очень 

высокая 

низкая 

Устойчивость к протеазам очень 

высокая 

умеренная 



Поиск и выбор исходного фермента 

 Классический скрининг 
 

- длительный по времени и трудоемкий 
- малая предсказуемость успеха 
- проблема «молчащих» генов 

 “Genome mining” 
- в настоящее время определены последовательности 

нескольких тысяч геномов, большинство – в открытом доступе 

  Metagenome screening 
- решается проблема некультивируемых микроорганизмов 

  Genome screening 
- поиск на основе известных последовательностей в геноме  

  отдельно  выделенных организмов 



Анализ последовательностей в 

банках данных 



Mining of S.cerevisiae genome for search of new 

NAD(P)-specific dehydrogenases 

Yeast ORF GST 

Yeast 
genomic DNA 

Create individual 
overexpression 

strains for each ORF 

Isolate 
fusion 

proteins 

Common tag allows 
one-step purification Martzen et al., Science 1999, 286, 1153-1155 



Yeast Oxidoreductases 

YBR149w ARA1 Native GST 

YDL124w --- Native GST 

YDR368w YPR1 Native GST 

YHR104w GRE3 Native 

YJR096w --- Native GST 

YOR120w GCY1 Native 

YAL060w --- Native GST 

YAL061w --- Native GST 

YCR105w ADH7 Native GST 

YJR159w SOR1 

YLR070c XYL2 Native GST 

YMR318c ADH6 Native 

YCR107w AAD3 Native GST 

YDR541c --- Native GST 

YGL039w --- Native GST 

YGL157w --- Native GST 

YNL331c AAD14 Native GST 

YOL151w GRE2 Native GST 

YGL185c --- Native GST 

YNL274c --- Native GST 

YOR388c FDH1 Native GST 

YPL113c --- Native GST 

YPL275w FDH2 Native GST 

Aldose Reductases 

Medium-Chain Dehydrogenases 

Short-Chain Dehydrogenases 

D-Hydroxyacid Dehydrogenases 



Standard Assays of Putative Yeast 

Reductases 
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Новые ферменты для синтеза  

β-лактамных антибиотиков 

  

Гидролаза эфиров  

α-D-аимнокислот (AEH)  
 

 
При сотрудничестве с лабораторией проф. С.В. Яроцкого 



ОБЩАЯ КИНЕТИЧЕСКАЯ СХЕМА СИНТЕЗА  

β–ЛАКТАМНЫХ АНТИБИОТИКОВ 

Гидролаза эфиров α-аинокислот (АЕH) Пенициллинацилаза 



Comparison of yields in cephalexin 

synthesis with wild-type and 

recombinant XrAEH 

 

rXrAEH 

rXrAEH + PEG 

wtXrAEH + PEG 



ФДГ из Staphylococcus aureus 

Plants 

Yeast 

Fungi 

Bacteria 



Дифференциальная сканирующая 

калориметрия (ДСК) различных 

формиатдегидрогеназ 

Enzyme Tmax 

PseFDH 67.6 

SauFDH 67.1 

CboFDH 64.4 

SoyFDH 57.0 

40 45 50 55 60 65 70 75 80

0

100

200

300

400

Staphylococcus aureus FDH

Glycine Max FDH

 Candida boidinii FDH

Pseudomonas sp.101 FDH

C
p

, 
k

J
 /

 (m
o

l·
°C

)

T, °C



Клонирование новой формиатдеги-

дрогеназы из термотолерантных дрожжей 

Ogataea parapolymorpha DL-1 

(Hansenula polymorpha) 

Хромосомная ДНК была любезно предоставлена сотрудниками 

лаборатории проф. О.А. Донцовой (НИИ ФХБ, МГУ) 

- Принадлежат к ограниченному числу 

  метилотрофных дрожжей  

- Термотолератный организм 

- Используется как одна из  

  основных «фабрик»  

  Рекомбинатных ферментов 
 



Kinetic properties of formate 
dehydrogenases from different sources 

FDH source 
Kм

NAD
+
,  

mkM 

Kм
HCOO-

,  

mM 

kcat,  

s-1 

kcat/ 

Kм
NAD

+
, 

(s·mkM)-

1 

kcat/ 

Kм
HCOO-

, 

(s·mM)-1 

Pseudomonas  

sp. 101 
65 6,5 7,3 0,11 1,12 

C. boidini  37 5,9 3,7 0,10 0,63 

O. parapolymorpha 14 1,3 4,6 0,32 3,5 

A. thaliana  50 2,8 3,8 0,08 1,36 

Glycine max 13 1,5 2,9 0,22 1,93 

P. patens 39 2,6 3,4 0,09 1,31 



D-amino acid oxidase (DAAO) 

the enzyme consists of two identical subunits 

and contains one FAD molecule per subunit 

catalyses  oxidative deamination of D-amino acids 

yielding the corresponding α-keto acids 



Preparation of 7-aminocephalosporanic  

acid (7-АСА) from cephalosporin C 

 



Genome mining of O.parapolymorpha  

for new DAAOs 

1. Genome analysis of O.parapolymorpha 
resulted in 6 ORF which could be 
potential DAAO  

2. Genome analysis of other methanol 
utioizing yeasts Candida boidinii, Pichia 
pastoris resulted ONLY in 2 (!!!) ORF 
which could be potential DAAO (one is 
DASPO, the second DAAO)  



Alignment of DAAOs 
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Activity of new OpaDAAOs with D-amino acids 



Metagenome screening 

Community  

DNA 

Size  

fractionated  

DNA 

Multigenomic  

DNA library 

DNA extraction 

Restriction,  

size separation Ligation into vector,  

Host transformation 

HTP Screening 

Environmental  

source 
Target gene  

and product 



FROM WHERE WILL MANY OF THE NEW APPLICATIONS COME?

WHERE IS THE GREATEST 

SOURCE OF NEW 

BIODIVERSITY

TO BE FOUND?

- Biodiversity

- The microbial world



The friends that did the work and acknowledgements

Misha Yakimov-cruiser
Olga Golyshina-genomicist

Kenneth Timmis-

environmentalist…

Biocatalysis Group-enzymologists

Peter Golyshin-genomicist

http://www.proteus.fr/

http://www.vialactia.com/



WHERE ARE ALL THE MICROBES? 



Naples

Messina

Discovery,

Atalante,

Urania basin

500 km

Bannock

basin

Tyro

basin

Crete

EgyptLibya

Italy Greece
Turkey

Deep Hypersaline Anoxic Deep Hypersaline Anoxic BBasins asins ((DHABsDHABs))

Of Of Mediterranean SeaMediterranean Sea

Ferrer, M., Golyshina O.V., Chernikova T.N., Khachane A.N., Martins dos Santos V.A.P., Yakimov M.M., Timmis K.N., 

and P.N. Golyshin. (2005). Novel microbial enzymes mined from the Urania deep-sea hypersaline anoxic basin. 

Chemistry and Biology. In Press



Normal Sea Normal Sea WaterWater

Upper Interface Upper Interface LayerLayer

LowerLower Interface Interface LayerLayer

Body Brine Body Brine LayerLayer

Sediment LayerSediment Layer

•• Totally anoxic environments Totally anoxic environments 

•• High High level level of Hof H22SS

•• HypersalineHypersaline

•• High High pressurepressure
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Sampling strategiesSampling strategies

URANIAURANIA

BRINEBRINEBRINEBRINE

MODUSMODUS

3
6
2
5
d

b
a
r

3
6
2
5
d

b
a
r

SCIPACKSCIPACK



C-terminal

domain
N-terminal

domain

Thio-esterase

domain

Carboxyl-esterase

domain

Unusual structure on one out of five DHAB esterasesUnusual structure on one out of five DHAB esterases

S446

Propionyl-CoA

770 AA 198 AA

• Bifunctional: carboxylesterase + acyl CoA thioesterase activities in distinct

domains

• 3 catalytic serines and a multicatalytic site for carboxylesterase activity

S807 S839

p-NP acetateO

ON+

O

-O

O

HO

O

O

HO

O

++ CH3OH CH3CH2CH2OH
Parabens





THE RUMEN PROJECT:

EXPLORATION OF BOVINE RUMEN 

MICROFLORA

EXAMPLE 2: RUMEN ENZYMES

http://www.vialactia.com/



Generation of a genomic  expression 
library in a surrogate host like E. 

coli

sampling DNA

extraction

library

generation

screening,

sequencing

characterize,

optimize

apply

Novel Novel hydrolasehydrolase diversity retrieved from a diversity retrieved from a 

metagenomemetagenome library of bovine rumen library of bovine rumen microfloramicroflora

RESULTS: 

• 13 novel esterases

• 9 endoglucanases

• 1 ciclodextrinase

• 25 glucosyl hydrolases

• 1 laccase

EsterasesCellulases



Anaerobic

fungus
Anaerobic

archaea

Anaerobic

Gram + bacteria

Anaerobic

Gram - bacteria
Aerobic

Gram + bacteria

Aerobic

Gram - bacteria

No similarity to

GenBank entries

3 4
8

28
7
7

9

b

cMesophilic

Psychrophilic
Thermophilic

15

41

1

a
Proteins with

known function

Conserved hypothetical

proteins

Hypothetical

proteins9
47

9

a

Novel Novel hydrolasehydrolase diversity retrieved from a diversity retrieved from a 

metagenomemetagenome library of bovine rumen library of bovine rumen microfloramicroflora



 

 

Горячие источники вулкана Этна 



 







МЕТОДЫ ПРОВЕДЕНИЯ МУТАГЕНЕЗА 

Неупорядоченный мутагенез 
- Классический (обработка химическими реагентами,  

радиация ультрафиолет и т.д.) 

- Направленная эволюция 

- Мутирующий штамм E.coli 

- “Gene Shuffling” 

- Экспериментальная эволюция 
 

 

Направленный сайт-специфический мутагенез 
(Rational design) 



Исходный 
ген 

Введение 
неупорядоченных 

мутаций с 
    помощью ПЦР 

 

Библиотека 
мутантных генов 

Трансформация 
бактерий 

 106 - 108 

Мутагенез с помощью метода «направленной эволюции» 

 

Получение библиотеки мутантных генов 

Анализ библиотеки 

Прямой отбор   Анализ на чашках с помощью,      Биотрансформация 

                                           колориметрического, флуорес-       с помощью целых  

   центного и др. методов                       клеток 

                                              

(GC/LC) MS analysis 



ПРЕИМУЩЕСТВА И НЕДОСТАТКИ МЕТОДА 

«НАПРАВЛЕННОЙ ЭВОЛЮЦИИ 

 Простота методики проведения эксперимента 

 Не требует знания не только пространственной 

структуры, но последовательности гена фермента  

 

 Метод очень дорогой и трудоемокий – 1 положительная 

мутация на 10 000 – 500 000 клонов 

 За один цикл нельзя ввести более 1 положительной 

мутации, необходимо проводить до 6-10 циклов. 

 Очень часто отсутствует простая и эффективная 

методика скрининга библиотеки генов 

 Не позволяет вводить вставки и делать делеции 

 



Directed evolution of enzyme catalysts  
O.Kuchner, F.H.Arnold, Trends in Biotechnology, 1997, 15, 553 





• Метод основан на размножении клонированного в плазмиду гена в 

специальном штамма  E.coli XL1-Red (Stratagene), мутантного по 

трем генам, ответственным за первичную репарацию ДНК: 

 

- mutS (удаление несовпадающих пар ), 

 -mutD (отвечает за 3’-5’-экзонуклеазную активность в  

             ДНК-полимеразе III) и 

 -mutT (отвечает за гидролиз 8-оксоdGTP).  

 

• Частота мутаций в 5000 выше, чем в обычных штаммах E.coli. 

 

•  1 мутация на 2000bp  после 30 циклов роста.1 

 

 
1 Greener et.al (1997), Molecular Biotechnology, 7, 189-195 

 

Мутагенез с помощью мутирующего штамма E.coli 



Master plate First dilution of active clone 

Pure clone assayed against D-enantiomer Pure clone assayed against L-enantiomer 

Получение L-специфичной аминооксидазы (N.Turner, 2003, Ang.Chem.) 



“Gene Shuffling” (Генная мозайка) 





 





Формирование устойчивости  

B. antracis к офлоксацину in vitro 

Choe et al  AAC 2000;44:1766 
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Мутации в 

молекуле  

бета-лактамазы 

OXA,  

обеспечивающие 

улучшение 

гидролиза 

антибиотиков 

 

Красные – 

сильный эффект 
  

Зеленые – 

умеренный 

эффект 

Активный 

центр 



“RATIONAL DESIGN” 
 Метод основан на выборе мутаций после анализа 

четвертичной структуры белка 

 Используются высокоэффективные методы сайт-
направленного мутагенеза 

 Метод позволяет одновременно получать мутанты с 
разными аминокислотами в одном положении 
(насыщающий мутагенез) 

 Для анализа требуется 5-25 клонов 

 Позволяет вводить мутации, недостижимые с 
помощью других методов (введение S-S связей, 
одновременное введение нескольких мутаций в 
определенных положениях 
 

 Требует наличия экспериментальных или 
расчетных данных по структуре фермента 



Рост количества 

структур в банке 

PDB 

 

2008 



Рост количества 

структур в банке 

PDB 
 

2012 

 

2016 – 

- 124286 
структур 



Рост 

количества 

УНИКАЛЬНЫХ 

структур 

белков 

 

2008 



Рост 

количества 

УНИКАЛЬНЫХ 

структур 

белков 

 

2012 



Более 50% структур имеют разрешение ≤ 

2,0Å 

Resolution Distribution - subrange from 0.0 to 5.0 
Min: 0.0 Max: 5.0 Mean: 2.18 Std. Deviation: 1.23 Total Count (not null): 46327  
 0 18300   
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There are 916 values outside the current range - for a complete histogram click here. 

 



Crystals of different complexes of formate 

dehydrogenases from A.thaliana and soya 

apo-AraFDH AraFDH + NAD+ 
AraFDH + NAD++ azide 

SoyFDH +  

NAD++ azide 

SoyFDH +  

NAD+ 



Crystal of AraFDH  

obtained in space 

In collaboration with Prf. I. Kuranova,  Prof. V. Popov and Dr. K. Polyakov 



Конформационные изменения в молекуле 

формиатдегидрогеназы 



Protein Structure  

Prediction  

and  

Structural Genomics 
 

D. Baker and A. Sali,  

Science, 2001, 294, 93 



Получение малатдегидрогеназы из 

лактатдегидрогеназы 

Holbrook J.J. et al, Science 1988 



Rational design vs directed evolution 

 Pseudomonas sp.101 FDH 
- 16 мутаций предложено и выполнено 
- 13 мутаций оказывали положит. эффект 
- 8 мутаций объединили  
- 100-кратное увеличение 
   термостабильности и  
-  2-кратное улучшение KM для NAD+ 

 Candida boidinii FDH 
- 400 000 клонов – 1-ый скриниг 
- 1500 – второй скриниг 
- 5 мутаций с положительным эффектом 
- 5 мутаций объединили - 50-кратное 
  увеличение термостабильности без  
  изменения каталитических свойств 



Purification of recombinant Pseudomonas sp. 101 

FDH with improved thermal stability by heat treatment 

 

 

Time, 

min    0        10       20       30      40       60       90      120 
 

Heat treatment of disrupted cell suspension at 60 oC 



Изменение рН-оптимума активности 

эндо-β-глюконазы III 



Окраска по активности при pH 5,5 

 

 

2-4 – EBGIII дикого типа 

5-12 – мутант EBGIII 

            Asp95Asn 

13-14 – контроль 



Определение pH оптимума активности 

исходной и мутантной EBGIII 
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НАПРАВЛЕННЫЙ МУТАГЕНЕЗ 

ПЕРОКСИДАЗЫ ТАБАКА 

Days
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Диагностика SARS COV-2 с 

помощью изотермической ПЦР 



Сравнение эффективности мутантной Saphir 

Bst2.0 Turbo с ферментом дикого типа 



FUSION ENZYMES 



Scheme of catalysis with 

NAD(P)H regeneration 

SUBSTRATE  PRODUCT  
Enzyme 1 

NAD(P)H NAD(P)

+ 

HCOO- FDH 
CO2 

Possible fusion enzymes 

Enzyme 1 FDH 
linker 

Enzyme 1 FDH 
linker 



 



Two-step oxidation of valencene 

to nootkatone 

S. Schulz et al. ChemCatChem 2015, 7, 601-604. 



Hybrid enzymes based on 

PseFDH and BM3 P450 

Total lengh of polypeptide chain is more 

than 1 600 amino acids 

- 400 aa PseFDH 

- 1200 aa BM3 P450   

Dimer of two hybrid subunits,  

2 x 1 600 = 3 200 aa (at least) 



PROBLEMS TO SOLVE 

1. Estimation of the best order of enzymes in hybrid 
(could be predicted by structure modeling) 

 
 
 
 
 

 

2. Polylinker 
 

3. Position of His-tag (N- o C- terminii) for purification 

Enzyme 1 FDH
linker

Enzyme 1FDH
linker



Modeling full structure P450 BM3 

FAD-содер- 

жащий 

домен 

PDB: 4DQK 

FMN-содер- 

жащий 

домен 

 

Гем-содер 

жащий  

домен 

PDB: 1BVY 



Modeling of active sites orientation 

in hybrids BM3-FDH and FDH-BM3 

BM3-FDH FDH-BM3 

In collaboration with Prof. M.Khrenova 



Position of His-tag in FDH 

His6-PseFDH PseFDH-His6

Активные центры

FDH kcat, c
-1 KM

NAD+, 

мкМ 

KM
HCOO-, 

мМ 

OpaFDH 4,5 12,7 2 
 

OpaFDH-His6 2,3 83 0,8 



Hybrid molecules prepared 

with FDH and BM3 P450 



His6 

His6 

His6 

Link 

Link 

Link 

P450 BM3 FDH1 

FDH2 P450 BM3 

FDH1 P450 BM3 F1B 

F2B 

BF1 

 FDH1 - PseFDH SM4 D221Q  

 FDH2 - PseFDH D221Q  

 Link    - linker SGGGGS 

His6 Link 

P450 BM3 FDH2 BF2 



Expression of free enzymes  

and hybrids 





Tested substrates of P450 BM3 



Hydroxylation of naphthalene  

by BM3 P450  



Test conversion 

Activity with octane (0,05M NaPB pH 7,5, 0,3 мМ octane, 0,15 мМ NADPH). Time – 15 min 

Enzyme A, U/ml Аfusion/ABM3 Conversion, % 

BM3 0,39 ± 0,02 1 3,0 ± 0,5 

F1-BM3 0,87 ± 0,02 2,2 34 ± 2 

F2-BM3 1,03 ± 0,03 2,6 49 ±2 

 

Activity with decane (0,05M NaPB pH 7,5, 0,3 мМ decane, 0,15 мМ NADPH) Time - 15 min 

Enzyme A, U/ml Аfusion/ABM3 Conversion, % 

BM3 0,23 ± 0,02 1,0 2,0 ± 0,2 

F1-BM3 0,40 ± 0,04 1,8 4,0 ± 0,5 

F2-BM3 0,46 ± 0,02 2,0 5,0 ± 0,5 

 



97 

 2 mМ NADP+ 1,5 М HCOONa

 10 minutes 

 Room temperature 

 200 µM substrate 

 50 nM enzyme 

 All hybrid biocatalysts showed в 4-6 fold higher 

activity compared to mixture of individual enzymes 

 Avtivity of system FDH-BM3 was higher than of BM3-

FDH 

Converstion of Myristic Acid with   

                                 NADPH regeneration 



Клетки – создание «идеального 

биокатализатора» 

 Более низкая себестоимость по 

сравнению с ферментами 

 

 «Воспроизводимый» биокатализатор 

 

 Отсутствует проблема регенерации 

кофакторов 

 

 Дешевое исходное сырье  



Клетки – создание «идеального 

биокатализатора» 

 Культивирование при селективном 

давлении 

 

 Белковая инженерия ферментов, 

участвующих в биосинтезе 

 

 Genome fusion 

 

 Metabolic engineering  

















Metabolic engineering 

 Изменение существующих 

метаболитических путей 

 

 Создание новых 



Increasing NADPH Yield 

Glucose Glucose-6-phosphate 

Fructose-6-phosphate 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

• Under aerobic conditions, isocitrate dehydrogenase supplies 2.0 
equivalents of NADPH per glucose molecule. 

• Additional NADPH (2.0 equivalents per glucose molecule) might 
be obtained by increasing flux through the pentose phosphate 
pathway. 

Acetyl-CoA 

2 NADPH 

2 NADP+ 

Pentose 
phosphat

e 
pathway 

Glycolysis 

2 NADPH 2 NADP+ 

CO2 

Citric 
acid cycle 



Обеспечение дополнительной энергии клеток 

с помощью формиатдегидрогеназы 

 Формиат-ион – ингибитор роста клеток – может 
использоваться как селективный маркер для 
сохранения только клеток с плазмидами 

 Формиат-ион – дешевый субстрат 

 Формиат-ион – легко проникает в клетку с 
помощью пассивного транспорта 

 Одна молекула формиата обеспечивает 
получение одной молекулы NAD(P)H – 3 
молекулы АТР 

 Продукт окисления формиата – СО2 – не 
загрязняет целевой продукт и легко удаляется из 
среды 



Выход биомассы клеток E.coli при 

культивировании на формиате 

Штамм E.coli 
Формиат, 

4 х 0,03 М (2 г/л) 

Выход биомассы, 

г/л 

E.coli BL21(DE3) - 30 

E.coli BL21(DE3) + <0,5 

E.coli 

BL21(DE3)/pFDH8 
- 38 

E.coli 

BL21(DE3)/pFDH8 
+ 55 



СПАСИБО  

ЗА  

ВНИМАНИЕ!!! 





Synthesis, 2001, v.33, N6, p.947-951 


