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Оксидазы D-аминокислот выполняют важные функции в живых организмах и на-
ходят широкое практическое применение в биотехнологии.
Функции DAAO достаточно многоообразны и включают как прямое участие в катаболиз-
ме , так и сигнальную роль [1]. У ферментов из разных источников в широких пределах
варьируют значения специфической активности по отношению к разным субстратам [2].
В целом микробные DAAO обладают более высокой активностью по отношению к D-AlA
с гидрофобными боковыми радикалами.
В последние годы были созданы системы экспрессии DAAO, однако метилотрофные дрож-
жи благодаря эффективным регулируемым промоторам генов утилизации метанола мож-
но легко проводить оптимизацию процессов ферментации рекомбинантных штаммов-про-
дуцентов DAAO и устранять проблему токсичности гетерологичных DAAO для клеток E.
coli.
В настоящее время вызывает интерес выяснить физиологическую роль, биохимические
особенности продуктов отдельных генов, особенности их регуляции. С помощью извест-
ной системы cre-lox, которая разработана в лаборатории молекулярной генетики ФИЦ
Биотехнологии РАН, можно многократно использовать один и тот же маркер LEU2 для
проведения многочисленных последовательных «нокаутов». В данной работе эта система
была использована для создания нокаутных конструкций и последующей генетической
инактивации генов HP_2082, HP_2165, HP_2400 [3].
Цель нашей работы заключалась в предварительной физиологической и биохимической
характеристике генов DAAO штамма DL1 in vivo с использованием техники генного но-
каута, а также в определении характера экспрессии этих генов и регуляции активности
DAAO в зависимости от источников азота и углерода.
Проведенное исследование показало, что при культивировании in vitro выявлена субстрат-
ная специфичность оксидаз нокаутных штаммов H.polymorpha, присутствие D-аланина в
сочетании с 1% глицерином и 1% метанолом в культуральной среде является индуктором
активности трех основных DAAO H.polymorpha, а наличие в среде глюкозы и L-аланина,
наоборот, репрессорами оксидазной активности.
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Рис. 1. Различия в параметрах роста штаммов на средах с разными источниками азота и угле-
рода и изменение активности оксидаз в присутствии источников углерода и азота.
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