Изучение мутантных форм эндо-1,4-β-ксиланазы A Penicillium canescens 
Денисенко Юрий Андреевич

Аспирант

Институт биохимии им А.Н.Баха РАН, Москва, Россия
E-mail: denisenkoyura@mail.ru
В состав клеточных стенок растений входят целлюлоза, гемицеллюлозы, пектины, лигнин, белки, а также органические вещества и минеральные элементы. Гемицеллюлозами называется большая группа щелочерастворимых полисахаридов растений, мономерами которых являются ксилоза, арабиноза, манноза, глюкоза, галактоза, фукоза. К числу гемицеллюлоз относятся ксиланы, ксилоглюканы, маннаны, галактаны и др.
Эндо-1,4-β-ксиланазы (далее просто ксиланазы) неупорядоченно гидролизуют β-1,4-ксилозидные связи в ксиланах и являются важным компонентом ферментных комплексов, применяемых в целлюлозно-бумажной промышленности, а также в хлебопечении и в качестве добавок к кормам сельскохозяйственных животных и птиц [1-3].
В целях увеличения термостабильности ксиланазы А из мицелиального гриба Penicillium canescens в ферменте методом сайт-направленного мутагенеза были произведены четыре аминокислотные замены: L18F, T104E, T160D, H191R. Полученные векторы были клонированы в Penicillium verruculosum под контролем промотора гена cbh1. Мутантные формы T104E и T160D не экспрессировались, а две другие мутантные ксиланазы были выделены из соответствующих ферментных препаратов в гомогенном виде (по данным ПААГ-электрофореза) с помощью последовательных стадий хроматографического разделения. Для идентификации аминокислотных замен использовали МАЛДИ масс-спектрометрию. Изучение свойств показало, что обе мутации не привели к значительным изменениям биохимических и физико-химических параметров фермента, за исключением термостабильности. Методом дифференциальной сканирующей микрокалориметрии были определены температуры фазового перехода гомогенных ксиланаз. Они составили 56,1; 54,7 и 60,0 ºС для нативного фермента, мутантов H191R и L18F, соответственно. Эффект увеличения термостабильности был также подтвержден путем изучения остаточной активности фермента при его инкубации при различных температурах. 
Таким образом, аминокислотная замена L18F в ксиланазе А P. canescens привела к заметному увеличению термостабильности фермента. 
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