Получение мутантных оксидаз D-аминокислот с многоточечными заменами.
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Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) катализирует реакцию окисления D‑аминокислот до соответствующих α-кетокислот с образованием пероксида водорода и иона аммония. Данный фермент находит широкое практическое применение в различных областях биотехнологии. Это и синтез α-кетокислот, и получение неприродных L‑аминокислот. Отдельно стоит отметить процесс получения 7-аминоцефалоспорановой кислоты, из которой затем получают цефалоспориновые антибиотики различных поколений. Для удешевления процесса производства 7-аминоцефалоспорановой кислоты необходимо улучшать каталитические параметры фермента, а также повышать его температурную стабильность.

Для данных целей ранее в нашей лаборатории в ферменте из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO) была проведена замена остатка Phe54 на остаток Ser, которая привела к улучшению каталитических параметров с цефалоспорином С. Также был получен мутант TvDAAOс двойной заменой Phe54Ser/Cys108Phe, у которого помимо улучшения каталитических параметров с цефалоспорином С улучшилась и температурная стабильность. Также был получен мутант с заменой Met156Leu, у которого значительно возросла температурная стабильность.

Нами было решено объединить эти мутации с целью дальнейшего повышения температурной стабильности и каталитических параметров в реакции окисления  цефалоспорина С.

В ходе данной работы была получены мутантные TvDAOO с двойной и тройной заменами Phe54Ser/Met156/Leu и Phe54Ser/Cys108Phe/Met156/Leu соответственно. Мутантные ферменты были экспрессированы в клетках E.coli, и выделены в высокоочищенном состоянии.
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