Использование "пролинового правила" для повышения термальной стабильности олиго-1,6-гликозидазы Exiguobacterium sibiricum
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Олиго-1,6-гликозидаза – фермент, который расщепляет 1,6-гликозидные связи и применяется в промышленности вместе с 1,4-гликозидазами для гидролиза крахмала и гликогена до глюкозы. Ген олиго-1,6-гликозидазы (EsOgl) был обнаружен в геноме психротрофной бактерии Exiguobacterium sibiricum, выделенной из вечной мерзлоты [1], амплифицирован при помощи ПЦР и клонирован в вектор для экспрессии в Escherichia coli. Анализ аминокислотной последовательности EsOgl позволил предположить, что данный белок может быть отнесён к холодоактивным ферментам, поскольку в его составе количество остатков пролина и аргинина уменьшено, в то время как кластеры глициновых остатков обеспечивают локальную подвижность цепи. Рекомбинантный белок EsOgl был получен в препаративных количествах в клетках E. coli и очищен при помощи металлоаффинной хроматографии. Исследование зависимости активности EsOgl от температуры показало, что для него характерен низкий температурный оптимум (25°С), а также низкая термальная стабильность. Так, в результате инкубации в течение часа при 45ºС фермент теряет 95% активности, а при 50ºС полностью инактивируется.

Из литературных источников известно, что для белков термофильных микроорганизмов характерно повышенное содержание остатков пролина по сравнению с мезофильными гомологами. Показано, что введение остатков пролина в состав неструктурированных петель, β-изгибов и в начало α-спиралей существенно повышает термостабильность олиго-1,6-глюкозидаз [2]. 

Нами проведено выравнивание аминокислотной последовательности исследуемого белка с термостабильными гликозидазами и определено положение остатков для сайт-направленного мутагенеза. При помощи ПЦР получено четыре точечных мутанта EsOgl, содержащих замены (A109P, S130P, E176P, K441P), а также их комбинации (AS, ASE, ASEK). Мутантные варианты наработаны в клетках E. coli и очищены аналогично белку дикого типа. Проведено изучение их термостабильности, а также кинетических констант катализируемой ими реакции. Установлено, что мутантные варианты демонстрируют более высокую термостабильность по сравнению с диким типом (для одного из мутантов остаточная активность при 45°С возрастает почти в 10 раз). При этом кинетические константы меняются незначительно. Показано наличие активности фермента дикого типа по отношению к изомальтозе и крахмалу.

Вывод: введение остатков пролина в состав неструктурированных петель, β-изгибов и в начало α-спиралей олиго-1,6-гликозидазы Exiguobacterium sibiricum существенно повышает термостабильность фермента, сохраняя его кинетические характеристики.
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