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Оксидаза D‑аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) является FAD–содержащей оксидоредуктазой, которая играет важную физиологическую роль в живых организмах и находит широкое практическое применение в биотехнологии: биосенсорах, хиральном синтезе оптически активных соединений, получении α–кетокислот и неприродных L–аминокислот. Наиболее крупномасштабной и перспективной областью применения DAAO является его использование в двухстадийном биокаталитическом процессе превращения цефалоспорина С в 7–аминоцефалоспорановую кислоту (7–АЦК).
За последнее несколько лет в нашей лаборатории было получено большое количество мутантных TvDAAO и улучшенными свойствами. Так, в результате замен по остатку Cys108 были получены мутантные ферменты с увеличенной каталитической активностью с цефалоспорином С и повышенной температурной стабильностью. Замены остатка Phe54 в активном центре фермента также привели к увеличению каталитической активности с цефалоспорином С. В результате объединения по остаткам Phe54 и Cys108 были получены TvDAAO с двойными заменами, превосходящие дикий тип, как по стабильности, так и по каталитической активности с цефалоспорином С. Кроме того, после двух аминокислотных замен в районе FAD-связывающего домена была получена мутантная TvDAAO превосходящая фермент дикого типа по температурной стабильности и каталитической активности со многими аминокислотами.
В данной работе были объединены положительные замены по остаткам Phe54 и Cys108 с заменами в кофактор-связывающем домене. Были получены плазмиды с мутациями в гене tvdaao, кодирующими соответствующие тройные и четверные аминокислотные замены. Мутантные ферменты были экспрессированы в клетках E.coli, выделены в высокоочищенном состоянии и охарактеризованы. Показано, что в ряде случаев объединение положительных аминокислотных замен в многоточечные мутанты приводит к дальнейшему увеличению как каталитической эффективности, так и температурной стабильности.
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