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В настоящее проводятся активные исследования NAD+-зависимых формиатдегидрогеназ (КФ 1.2.1.2, ФДГ) из различных источников как в теоретическом, так и практическом аспекте. ФДГ из бактерий Pseudomonas sp.101 является одним из наиболее стабильных ферментов среди описанных формиатдегидрогеназ. Широкое практическое применение ФДГ получила в процессах регенерации NADH в системах синтеза оптически активных соединений. Также ФДГ активно применяется в качестве биосенсоров на формиат. Превосходство формиатдегидрогеназы над другими ферментами при использовании в системе регенерации NADH обусловлено необратимостью катализируемой реакции, широким pH-оптимумом активности, строгой специфичностью фермента, а также невысокой стоимостью второго субстрата – формиата.
Ранее в нашей лаборатории были получены мутантные PseФДГ c точечными заменами, в результате чего удалось повысить химическую и температурную стабильности. Целью данной работы является объединение точечных замен в многоточечные мутанты и исследование их свойств.

Реакцию мутагенеза проводили с помощью полимеразной цепной реакции. Наличие в гене фермента только заданной мутации было подтверждено секвенированием. Далее было проведено культивирование рекомбинантных штаммов E.coli – продуцентов мутантных ферментов. Выделение и очистка мутантных ферментов проводилась с помощью гидрофобной хроматографии и с последующей гель-фильтрацией. Чистота полученных препаратов подтверждена с помощью белкового электрофореза в денатурирующих условиях. Ферменты получены в высокоочищенном состоянии.
Были изучены химическая стабильность и термостабильность, также определены кинетические параметры полученных мутантных форм. Показано, что многоточечные замены приводят к изменению стабильности, а также кинетических параметров.
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