Влияние замен Met104Glu и Met104Lys на каталитические свойства и температурную стабильность оксидазы D‑аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis
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Оксидаза D‑аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) обладает абсолютной стереоспецифичностью к D-аминокислотам, катализируя их окисление в соответствующие α‑кетокислоты. Данный фермент выполняет важные физиологические функции в живых организмов и находит широкое применение в биотехнологии. Он используется в тонком органическом синтезе оптически-активных соединений, получении α‑кетокислот, неприродных L-аминокислот и окислении цефалоспорина С. Среди изученных оксидаз D‑аминокислот наилучшими свойствами обладает фермент из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO). Однако для эффективного практического применения необходимо проводить оптимизацию свойств природного фермента под цели и задачи конкретного биотехнологического процесса, что в свою очередь невозможно без детальной информации о взаимосвязи структуры и функции фермента.
В нашей лаборатории помощью рационального дизайна проводятся систематические исследования TvDAAO с по нескольким направлениям, одно из которых заключается в изучении взаимосвязи структуры и функции TvDAAO. Подобные исследования представляют собой большой интерес с точки зрения изучения механизма действия, а также влияния отдельных остатков на каталитические свойства и стабильность фермента. В рамках данного направления была изучена роль остатка Met104, который располагается на входе в активный центр TvDAAO. Был проведен направленный мутагенез указанного остатка на ряд гидрофобных аминокислотных остатков и установлено, что Met104 участвует в связывании субстратов и играет важную роль в температурной стабильности TvDAAO.
В данной работе были проведены замены остатка Met104 на заряженные остатки глутаминовой кислоты и лизина с помощью направленного мутагенеза. В ходе работы были получены плазмиды с мутациями в гене tvdaao, проведена экспрессия в клетках E.coli, выделение, получение мутантных TvDAAO в высокоочищенном виде и изучение их свойств. В докладе будет рассмотрено влияние замен Met104Glu и Met104Lys на температурную стабильность и каталитические свойства TvDAAO.
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