Направленный мутагенез остатка Phe54 в окcидазе D-аминокислот из Trigonopsis variabilis: влияние на каталитические свойства и стабильность
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Оксидаза D‑аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) относится к классу FAD‑содержащих оксидоредуктаз и катализирует окислительное дезаминирование D‑аминокислот в соответствующие α‑кетокислоты. Фермент играет исключительно важную роль в регуляции живой клетки и широко применяется на практике. Однако природные оксидазы D-аминокислот из всех изученных источников обладают рядом недостатков, например, невысокой температурной стабильностью и широким спектром субстратной специфичности, что затрудняет применение фермента на практике. Для получения TvDAAO с заданными свойствами применяется метод направленного мутагенеза.
Ранее в нашей лаборатории был клонирован ген оксидазы D-аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis, и создана система экспрессии фермента в клетках E.coli. Рекомбинантный фермент  получен в растворимой и активной форме. Также в нашей лаборатории впервые в мире была определена структура TvDAAO, что позволяет проводить эксперименты по направленной инженерии свойств фермента.

Нами был проведен подробный анализ трехмерной структуры TvDAAO, в результате которого были выявлены перспективные положения для проведения направленного мутагенеза. Одним из них является остаток фенилаланина в 54 положении, находящийся вблизи активного центра фермента. Для изучения влияния этого остатка на свойства TvDAAO были получены мутантные формы фермента с аминокислотными заменами Phe54Ala, Phe54Ser и Phe54Tyr. Мутантные ферменты были экспрессированы в клетках E.coli по разработанной ранее методике. Фермент с аминокислотной заменой Phe54Ala очень быстро инактивируется после разрушения биомассы. TvDAAO Phe54Ser и Phe54Tyr были получены в растворимой и активной форме. Замены привели к изменению профиля субстратной специфичности TvDAAO. Для TvDAAO Phe54Ser наблюдается улучшение кинетических параметров с рядом D‑аминокислот. Показано, что, как и в случае фермента дикого типа, температурная инактивация мутантных ферментов протекает по двухстадийному диссоциативному механизму. Изучение константы скорости второй стадии инактивации показало, что в случае мутантных форм константа сильнее зависит от температуры, чем в случае фермента дикого типа, поэтому при температурах ниже 55°С TvDAAO Phe54Ser и Phe54Tyr обладают более высокой стабильностью, чем wt‑TvDAAO.
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