Получение мутантной формы лакказы из Streptomyces griseoflavus Ac-993 с заменой His164Ala
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Лакказы (оксидоредуктазы) – медьсодержащие ферменты, которые катализируют окисление различных соединений кислородом.  Субстратами лакказ могут быть разнообразные фенольные соединения, ароматические амины, некоторые красители и цианокомплексы металлов. Наиболее изученными на сегодняшний день являются трёхдоменные лакказы из грибных продуцентов, двухдоменные лакказы мало изучены. Бактериальные двухдоменные лакказы обладают уникальными свойствами: высокой термостабильностью, способностью катализировать окисление фенольных субстратов при щелочных значениях рН, высокой устойчивостью к ингибиторам, азиду и фториду натрия. Мы провели сравнительный структурный анализ имеющихся в базе данных пространственных моделей двухдоменных и трёхдоменных лакказ и анализ их аминокислотных последовательностей и определили, что  каналы, ведущие с поверхности молекулы к  медьсодержащему Т2/Т3 центру отличаются. У двухдоменных лакказ  в узком канале расположены три гистидиновых остатка, образующие вторую  координационную сферу, которые консервативны для двухдоменных, но не для трёхдоменных лакказ. У трёхдоменных лакказ к Т2/Т3 центру ведёт широкий канал, образованный, в основном, гидрофобными аминокислотными остатками. При щелочных значениях рН гистидины могут депротонироваться и суммарный заряд вблизи Т2/Т3 центра двухдоменных лакказ может становиться более отрицательным, по сравнению с окружением Т2/Т3 центра трёхдоменных лакказ. Мы предположили, что это может снижать доступность Т2/Т3 центра для отрицательно заряженных ионов гидроксила. Поскольку ингибирование гидроксил-ионами активного центра двухдоменных лакказ не ярко выражено,  данные ферменты способны проявлять каталитическую активность и в щелочных условиях. 

Для проверки нашей гипотезы мы создали генетическую конструкцию на основе плазмиды pQE30, несущую  ген лакказы из бактерии S.griseoflavus Ac-993, лишённой сигнального пептида, с заменой одного из гистидинов второй координационной сферы (положение 164) на аланин. Таким образом, мы заменили положительно заряженный (при кислых значениях рН) и довольно большой аминокислотный остаток гистидин на маленький гидрофобный аланин. 

Был создан штамм-суперпродуцент, белок очищен до гомогенного состояния последовательными хроматографиями на Ni-NTA агарозе и Superdex 200. Показано, что мутация значительно снизила активность фермента и изменила профиль его активности в зависимости от значения рН. Фермент с заменой His164Ala неактивен при щелочных и слабокислых значениях рН. Таким образом, можно предположить, что Т2/Т3 центр стал более доступен для растворителя, в частности, для гидроксид-ионов. В настоящее время ведётся поиск условий кристаллизации данной мутантной формы лакказы.
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