Влияние аминокислотных остатков пролина 
Pro -23, -26 и -227 на катализ и стабильность уридинфосфорилазы из Shewanella oneidensis MR-1
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Уридинфосфорилаза (КФ 2.4.2.3) катализирует обратимую фосфоролизную реакцию расщепления уридина с образованием урацила и рибозо-1-фосфата, играя ключевую роль в путях утилизации и ресинтеза пиримидиновых нуклеозидов [1]. Данный фермент из различных источников представляет значительный интерес как с фундаментальной, так и с прикладной точек зрения. Уридинфосфорилазы бактерий и эукариот активно изучаются в связи с их участием в метаболизме нуклеозидных аналогов, применяемых в противоопухолевой и противовирусной терапии. В биотехнологии уридинфосфорилазы используются для ферментативного синтеза модифицированных нуклеозидов, обладающих фармакологической активностью [2].
В рамках данной работы было изучено влияние аминокислотных замен P23A, P23S, P26A, P26S, P227A и P227S на удельную активность и температурный оптимум уридинфосфорилазы из S.oneidensis MR-1. Ранее в нашей лаборатории уже были получены клеточные лизаты E. coli, содержащие рекомбинантные формы фермента с введёнными мутациями P23A, P26A, P227A. Для оставшихся замен был проведён сайт-направленный мутагенез с использованием ПЦР, наличие вводимых мутаций подтверждено секвенированием. Полученные гены клонированы в плазмиду pJET1.2/blunt. Целевые мутантные белки получены в клетках E.coli в активной и растворимой форме. Далее все белки очищены при помощи гидрофобной хроматографии, после чего обессолены методом ультрафильтрации.
Были установлены значения удельной активности препаратов белков, изучены профили температурной зависимости полученных ферментов. Согласно полученным данным, замены P23A, P23S, P26A, P26S, P227A и P227S снижают активность белка по сравнению с диким типом на 80%, 90%, 80%, 40%, 10% и 20% соответственно.  При этом замены на 23 и 227 позициях не влияют на температурный оптимум, а на 26 снижают его с 65 до 50°С. 
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