Изучение термостабильности рекомбинантной формиатдегидрогеназы из сои 
Glycine max методом направленного мутагенеза.
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NAD+-зависимая формиатдегидрогеназа (КФ 1.2.1.2.) широко распространена в природе. Растительные ФДГ отличаются самыми низкими значениями констант Михаэлиса по сравнению с бактериальными и дрожжевыми ферментами. Но сильно уступают по термостабильности ферментам из других источников.

Одним из методов повышения термостабильности белков является направленный мутагенез. В ходе данной работы был проведен подробный анализ первичной и пространственной структуры ФДГ из сои и выбраны несколько аминокислотных остатков для направленного мутагенеза. 

Плазмиды, содержащие ген с мутацией были получены по стандартной методике. Состав мутаций подтвержден сиквенированием. Наработка биомассы, выделение и очистка мутантных форм фермента проводилась по методике, разработанной в нашей лаборатории для нативного белка. 

Нами было проведено изучение термостабильности полученных мутантных форм при нескольких температурах и различных значениях ионной силы. Показано, что для мутантных ферментов процесс термоинактивации является необратимым и протекает в соответствии с кинетикой реакций первого порядка по мономолекулярному механизму. 

Один из мутантных ферментов оказался в несколько раз стабильнее нативного белка при повышенных температурах. Константа скорости процесса термоинактивации для мутантных форм  по-разному зависит от температуры. Экстраполяция данных показала, что при комнатной температуре эффект стабилизации составил 11 раз. 
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