Экспрессия и очистка мутантных оксидаз D-аминокислот с заменами остатка цистеина в 298-м положении.
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Оксидаза D-аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO) катализирует превращение  D-аминокислот в соответствующие α-кетокислоты. Наиболее крупномаштабным и значимым биотехнологическим процессом с использованием TvDAAO является получение из цефалоспорина C 7-аминоцефалоспорановой кислоты, прекурсора для синтеза большинства цефалоспориновых антибиотиков.
Вторым субстратом фермента является кислород, который возвращает кофермент FAD в окисленную форму, при этом восстанавливаясь до пероксида водорода. В клетках эукариот TvDAAO локализована в пероксисомах, где H2O2 разлагается каталазами и не наносит клетке вреда. Однако при использовании фермента в биотехнологических процессах образование пероксида водорода в качестве побочного продукта представляет серьезную проблему, поскольку H2O2 ускоряет инактивацию TvDAAO. Одним из путей решения этой проблемы является создание мутантных форм фермента с улучшенной химической стабильностью с помощью метода рационального дизайна.

Предполагается, что инактивация фермента под действием пероксида водорода связана с окислением остатков цистеина и метионина [1]. Ранее в нашей лаборатории было исследовано влияние замен ряда остатков метионина. Однако ни один из мутантов не продемонстрировал улучшения химической стабильности. Для дальнейших исследований был выбран остаток цистеина в 298-м положении, который располагается в канале, по которому кислород диффундирует в активный центр фермента.

В ходе работы в клетках E.coli была проведена экспрессия мутантных TvDAAO с заменами остатка цистеина в 298-м положении на 4 других остатка. Затем была проведена очистка полученных мутантных белков с помощью анионообменной хроматографии, в результате чего были получены высокоочищенные формы фермента.
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