Новые L-лактатоксидазы для применения в биосенсорах
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L-лактат является важнейшим метаболитом в организме человека. Его определение в биологических образцах используется для диагностики и мониторинга ряда заболеваний: сепсиса, гипоксии, травм, сахарного диабета. Также определение L-лактата востребовано в спортивной медицине для контроля физической формы спортсменов и в пищевой промышленности для контроля свежести и качества продукции [1]. В этой связи востребовано создание биосенсоров для определения L-лактата. 
В качестве рецепторной части в биосенсорах для определения L-лактата наибольшее распространение получил фермент L-лактатоксидаза. В реальной практике используется фактически единственный вариант фермента – L-лактатоксидаза из молочнокислых бактерий Aerococcus viridans (AvLOx). С применением AvLOx в биосенсорике ассоциирован ряд проблем, обусловленный её специфическими свойствами, например, несоответствие динамического диапазона биосенсора диапазону физиологических концентраций L-лактата, отличие рН-оптимума фермента от рН реальных образцов. 
Для решения подобных проблем в текущей работе был выполнен поиск новых вариантов L-лактатоксидаз, которые могут позволить усовершенствовать методы определения L-лактата в биологических жидкостях и, кроме того, расширить базу научных знаний для улучшения понимания взаимосвязи структуры и функции белков. 
В литературе помимо молочнокислых бактерий показано наличие оксидазной активности у цианобактерий, в том числе, клонирован ген L-лактатоксидазы из Nostoc sp [2]. На основе белковых последовательностей L-лактатоксидаз из Aerococcus viridans и Nostoc sp. был выполнен поиск потенциальных L-лактатоксидаз по базе данных транслированных нуклеотидных последовательностей. В результате поиска по последовательности AvLOx, исходя из наибольшего гомологичного сходства, были отобраны 64 последовательности, для которых далее было построено филогенетическое дерево. На основании сравнения с литературными данными о ранее клонированных лактатоксидазах были отобраны 14 последовательностей для последующего анализа. Результатом поиска по последовательности из Nostoc sp. стала одна отобранная потенциальная лактатоксидаза. По итогам последующего моделирования трехмерных структур для выбранных белков с помощью сервера AlphaFold 3.0 и биоинформатического анализа, включающего в себя оценку вклада вторичных структур в укладку белка, были выбраны три последовательности из двух лактобактерий Globicatella sanguinis и Enterococcus raffinosus и одной термофильной цианобактерии Chroococcidiopsis thermalis. Далее была проведена оптимизация этих последовательной для гетерологической экспрессии в E.coli, и с помощью сборки синтетических генов были получены плазмиды, несущие гены потенциальных L-лактатоксидаз. Плазмидами был трансформирован экспрессирующий штамм E.coli BL21(DE3) pLysS. По результатам пробного культивирования все потенциальные лактатоксидазы продемонстрировали наличие оксидазной активности. Дальнейшие исследования предполагают выделение ферментов в очищенном виде и изучение их свойств.
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