Определение каталитических параметров мутантной оксидазы D‑аминокислот с тремя аминокислотными заменами
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Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) – FAD-содержащий фермент, катализирующий реакцию окислительного дезаминирования D-аминокислот в соответствующие α-кетокислоты. DAAO обнаружена во многих организмах (от бактерий до человека), где выполняет важные физиологические функции. Кроме того, фермент находит широкое практическое применение в биотехнологии и медицинской диагностике.
Для исследования связи структуры и функций фермента, улучшения его каталитических свойств, температурной и операционной стабильности в нашей лаборатории проводят эксперименты по получению мутантных DAAO из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO) с помощью метода рационального дизайна.
В нашей лаборатории были получены мутантные формы этого фермента с аминокислотными заменами в активном центре (одна замена) и FAD-связывающем домене (две замены). Мутант с одной заменой в активном центре показал увеличение каталитической эффективности с D-Ser, а в случае мутанта с двойной заменой наблюдали улучшение этого параметра с несколькими D-аминокислотами. Кроме того, оба мутанта обладали увеличенной температурной стабильностью. Для дальнейшего улучшения температурной стабильности и каталитических параметров была получена мутантная TvDAAO 3М путем объединения трех аминокислотных замен.
В данной работе были определены кинетические параметры (kcat, KM, kcat/KM,) мутантной TvDAAO 3М с различными D-аминокислотами. По сравнению с ферментом дикого типа значительно ухудшились каталитические параметры с объемными субстратами (D-Phe, D-Tyr, D-Trp). Это можно объяснить тем, что при замене остатка метионина 104 на фенилаланин для таких субстратов возникают стерические препятствия при входе в активный центр фермента. При этом по сравнению с ферментом дикого типа для мутанта с тройной заменой в кофактор-связывающем домене каталитическая эффективность с D-Ser увеличилась почти в 3 раза.
Показано, что профиль субстратной специфичности многоточечного мутанта TvDAAO 3М напоминает профиль субстратной специфичности его предшественника M104F с заменой в активном центре. Благодаря дополнительной двойной мутации в кофермент-связывающем домене наблюдается дополнительное улучшение кинетических параметров с некоторыми субстратами, что говорит об аддитивном эффекте объединения мутаций.
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