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С каждым годом накапливается все больше данных в пользу участия пероксида водорода в качестве сигнальной молекулы в различных клеточных процессах. Однако для их детального изучения требуется молекулярный инструмент, позволяющий локально и регулируемо производить пероксид водорода. Оксидаза D-аминокислот (DAAO) неплохо подходит на эту роль, катализируя окислительное дезаминирование D-аминокислот с образованием перекиси. Но ее сродство к D-аланину, наиболее важному субстрату с практической точки зрения среди D-аминокислот, весьма низкое, что ограничивает ее использование в экспериментах in vivo. Таким образом, целью настоящей работы было увеличить чувствительность DAAO из дрожжей Rhodotorula gracilis к D-аланину для возможного использования этого белка в изучении пероксид-опосредованного сигналинга.  
Для мониторинга активности DAAO были получены белковые фьюзы фермента с генетически-кодируемым флуоресцентным индикатором пероксида водорода HyPer’ом и экспрессированы в бактериальной системе. Многообразие производных форм rgDAAO получали с помощью случайного мутагенеза и последующим проведением скрининга колоний, основанном на рациометрическом свойстве HyPer’а, с использованием флуоресцентного микроскопа. Из отобранных колоний выделяли белок и, варьируя концентрацию D-аланина, с помощью флуориметра определяли предел чувствительности мутантных rgDAAO по изменению того же рациометрического сигнала HyPer’а. 
В ходе проделанной работы были получены конструкции мутантной DAAO, объединённые с биосенсором HyPer. Охарактеризовано сродство наиболее чувствительных клонов к D-аланину. Продемонстрированная методика использования фьюзов фермент/индикатор позволяет существенно снизить затраты времени на отбор ферментов с заданными характеристиками, получаемых в процессе случайного мутагенеза.
