Компьютерный дизайн структуры активного центра пенициллинацилазы из E. coli для превращения производных жирных кислот
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Пенициллинацилаза из E. coli дикого типа обладает высокой специфичностью к ацильным донорам – производным фенилуксусной кислоты и практически не способна катализировать превращение производных алифатических жирных кислот. В последнее время было показано, что алифатические ацильные доноры, содержащие в боковом радикале субстрата атомы галогенов (йод-, бром- и хлор-ацетамиды), могут превращаться пенициллинацилазой дикого типа, однако скорость ферментативной реакции не только значительно ниже, чем при превращении специфических субстратов, но и сопровождается инактивацией фермента [1,2]. Об экспериментальных исследованиях возможности использования производных природных жирных кислот ничего не известно, а молекулярное моделирование показывает, что «ёмкость» активного центра фермента ограничена пентильным радикалом.
Возможность создания мутантов пенициллинацилазы, способных катализировать превращение производных природных жирных кислот (на примере амидов лауриновой и миристиновой кислот), была изучена с использованием методов молекулярного моделирования. Оценка реакционной способности фермент-субстратных комплексов проводилась согласно критериям Near-to-Attack Conformations в разработанном при нашем участии пакете PLUMED [3]. Проведен биоинформатический анализ ферментов семейства Ntn-гидролаз и определены аминокислотные остатки, отвечающие за разнообразие функциональных свойств и представляющие потенциальные точки для мутагенеза с целью получения мутантов с измененными свойствами. При совместном рассмотрении результатов биоинформатического анализа и топологии участка связывания бокового радикала субстрата в активном центре пенициллинацилазы из Escherichia coli определены наиболее перспективные замены, которые могут увеличить емкость активного центра для связывания производных природных жирных кислот. Создана in silico библиотека одиночных и двойных мутантов фермента, при помощи молекулярного моделирования проведена оценка их способности связывать и превращать амиды лауриновой и миристиновой кислот и отобраны наиболее перспективные варианты для препаративного получения и экспериментального подтверждения предсказанных каталитических свойств. 
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