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Объектом исследования в данной работе является домен GH12-2, один из трех каталитических доменов мультифункциональной мультидоменной гликозидазы (МДГ). Выделенный и охарактеризованный нами ранее домен GH12-2 активен в отношении к карбоксиметилцеллюлозы, бета-глюкана, лихенана. С целью исследования функциональной роли аминокислотных остатков, оказывающих значимое влияние на активность и стабильность фермента GH12-2 были смоделированы и проанализированы мутантные структуры домена GH12-2 с заменами аминокислотных остатков N32, K83, N88 и E147 на аланин. Данные замены были выбраны на основе расчёта веса мутаций методами SuSPect, а также мягкого докинга трисахарида β-1,4-глюкана в область активного центра белка дикого типа и рекомбинантных белков с точечными заменами. 
Третичная структура белка была предсказана методом гомологического моделирования с помощью пакета программ Phyre2. Ближайшим гомологом для построения трёхмерной модели является гликозидаза, выделенная из Pyrococcus furiosus.
Гомологическое моделирование показало, что точечные мутации N32А, K83А предположительно влияют на вторичную структуру GH12-2 и участвуют в связывании субстрата; E147А, расположенный в предсказанном активном центре фермента, влияет и на вторичную структуру, и на каталитические свойства GH12-2, а N88А влияет на связывание с ионами кальция.
Для получения рекомбинантных белков с заменами N32А, K83А, N88А, E147А и определения функциональной роли данных аминокислотных остатков в соответствии с результатами анализа структуры GH12-2 был проведен сайт-направленный мутагенез. В качестве матрицы для мутагенеза использовали ген, кодирующий GH12-2, клонированный в вектор pLATE51. Экспрессию рекомбинантных белков проводили в штамме E. coli BL21(DE3). Очистка белков осуществлялась с помощью Ni-аффинной хроматографии. Измерения ферментативной активности и стабильности фермента GH12-2 и всех полученных мутантных вариантов подтвердили, что замены N32A и K83A снижают активность фермента по отношению к бета-глюкану и лихенану, а также снижают термостабильность; замена E147A приводит к полной потере каталитических свойств GH12-2. Напротив, мутация N88A, не проявляя заметного влияния на термостабильность фермента, положительно влияет на его активность в присутствии ионов кальция.
Работа по получению и характеристике других мутантных форм GH12-2 продолжается.
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