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NAD+-зависимая формиатдегидрогеназа (КФ 1.2.1.2, ФДГ) – фермент, катализирующий окисление формиат-иона до углекислого газа при сопряженном восстановлении кофермента NAD(P)+ до NAD(P)H. ФДГ обнаружена в различных организмах и участвует в обеспечении клеток энергией. Формиатдегидрогеназа является белком, вырабатываемым в стрессовых условиях у растений и патогенных бактерий.
ФДГ используется в фундаментальных исследованиях как модельный фермент в изучении общих закономерностей механизма действия дегидрогеназ, а также находит широкое применение в биотехнологии в качестве катализатора регенерации NADH в биокаталитических процессах с участием дегидрогеназ. Преимуществами использования ФДГ являются необратимость катализируемой реакции, широкий pH-оптимум активности, высокая субстратная специфичность, а также низкая стоимость субстрата – формиат-иона и легкость отделения конечного продукта – углекислого газа. Таким образом, исследование свойств ФДГ представляет собой как фундаментальный, так и практический интерес.
В нашей лаборатории проводятся систематические исследования ФДГ из различных источников. В данной работе объектом изучения является рекомбинантная формиатдегидрогеназа из патогенных бактерий Staphylococcus aureus (SauФДГ). SauФДГ характеризуется низкой гомологией первичной последовательности по отношению к ФДГ из других организмов, а также уникальной пространственной структурой. Ранее проведенные в нашей лаборатории исследования показали, что SauФДГ обладает высокой температурной стабильностью и самой большой каталитической константой по сравнению с описанными ранее формиатдегидрогеназами; при этом недостатками SauФДГ являются высокие значения констант Михаэлиса по NAD+ и формиату. С целью улучшения каталитических параметров фермента методом рационального дизайна нами был проведен анализ структуры и первичной последовательности SauФДГ. В результате для сайт-направленного мутагенеза было выбрано два положения, для которых были получены и охарактеризованы четыре мутантных формы фермента. Для трех из них было показано уменьшение констант Михаэлиса и увеличение каталитической эффективности по NAD+ минимум в 2 раза по сравнению с ферментом дикого типа; для четвертой мутантной формы наблюдался обратный эффект. Также для мутантных форм была изучена кинетика термоинактивации и определены ее термодинамические параметры; было обнаружено, что в результате введения точечных мутаций в активный центр SauФДГ достигается снижение температурной стабильности минимум в 3 раза относительно фермента дикого типа и значительное увеличение активационных параметров процесса.
Для двух наиболее удачных полученных мутантных форм SauФДГ был проведен подбор оптимальной буферной системы, при использовании которой происходит улучшение связывания субстрата и кофермента – было обнаружено снижение констант Михаэлиса по NAD+ и формиату в 2 раза. При замене стандартной буферной системы на комплексный буфер также наблюдается увеличение температурной стабильности мутантных форм минимум в 4 раза.
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