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Фенилацетонмонооксигеназа (PAMO) — фермент, катализирующий реакцию окисления кетонов до сложных эфиров с использованием молекулярного кислорода и NADPH. PAMO является односубъединичным ферментом, содержит FAD, и обладает высокой для монооксигеназы стабильностью, что делает его перспективным объектом для использования в биотехнологических процессах.
Для экспрессии монооксигеназ обычно используются векторы под контролем арабинозного промотора. Ранее в нашей лаборатории были получены конструкции с геном PAMO с использованием вектора pET28a, в котором промотор РНК-полимеразы фага Т7 находится под контролем белка-репрессора LacI. Поэтому индукция целевого фермента происходит под действием ИПТГ или значительно более дешевой лактозы.

Одним из наиболее эффективных методов очистки ферментов на данный момент является аффинная хроматография. Для ее проведения на N- или C-конец аминокислотной последовательности добавляют последовательность из 6 аминокислотных остатков гистидина (His6). Анализ литературных данных показал, что стандартно используется РАМО с His6 на С-конце аминокислотной последовательности, отделенных специальным эпитопом. Поскольку известно, что введение и положение His6 может оказывать влияние как на каталитические свойства фермента, так и на его стабильность, целью данной работы было изучение вариантов PAMO c различным положением His6. Ранее в нашей лаборатории были получены плазмиды с генами, кодирующие фермент с His6 на N-конце (PAMO N), на С-конце (PAMO S), и на С-конце, отделенной специальным эпитопом (PAMO L).
В рамках данной работы проведена оптимизация условий культивирования и очистка трех мутантных форм PAMO и показано что уровень экспрессии PAMO N в 3-5 раз выше, чем у ферментов с His6 на С-конце. Были измерены каталитические константы и константы Михаэлиса по NADPH и бензилацетону. Показано, что каталитические константы PAMO S и PAMO L совпадают с литературными данными для PAMO L, ранее полученной в другой системе экспрессии. В случае PAMO N наблюдается небольшое (на 15%) уменьшение каталитической константы. Константы Михаэлиса по NADPH в пределах погрешности совпадают с литературными данными, а для констант по бензилацетону наблюдается увеличение в 20 раз.
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