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Полиамины – катаболиты заряженных аминокислот, участвующие в различных клеточных процессах, включая пролиферацию клеток. При раковых заболеваниях происходит нарушение метаболизма полиаминов, что позволяет использовать их как биомаркеры для диагностики и контроля лечения рака. Это подтверждают различные метаболомные исследования последних лет. Кроме того, концентрация полиаминов изменяется в крови и моче при нейродегенеративных заболеваниях, инсульте, почечной недостаточности, сердечной недостаточности, инфаркте миокарда и атопическом дерматите. Основным методом определения концентрации полиаминов является хроматография, и большая часть анализов требует масс-спектрометрической детекции. Это крайне дорогой и сложный метод, требующий высококвалифицированного персонала и мощной материально-технической базы лаборатории. Использование ферментативных методов является альтернативой, лишенной данных недостатков. Методики на основе ферментативных реакций доступны широкому кругу пользователей, что упрощает масштабирование и внедрение. Полиаминоксидазы – это ферменты, катализирующие окисление полиаминов кислородом с выделением пероксида водорода, что позволяет использовать их в составе электрохимических сенсоров, а также быстро создавать фотометрические и флуориметрические методики определения.
В ходе работы мы клонировали 8 генов, потенциально кодирующих полиаминоксидазы, из 5 различных штаммов термофильных дрожжей. Из них при экспрессии в Escherichia coli нам удалось получить 5 ферментов в растворимой форме — все ферменты из Ogataea parapolymorpha DL-1 (OpaPAO1–3), фермент из Kluyveromyces marxianus (KmaPAO) и фермент из Lachancea thermotolerans (LtePAO). Однако фермент из L. thermotolerans синтезировался в крайне малом количестве и выделялся с низкой чистотой на металлоаффинной хроматографии. Исходя из выхода фермента с литра среды и субстратной специфичности, оптимальными для дальнейшей работы оказались OpaPAO1 и OpaPAO3, обладающие специфичностью к ацилированным полиаминам, и KmaPAO, показавший активность со всеми распространёнными полиаминами. Мы изучили основные физико-химические свойства этих трёх ферментов.
Данные ферменты оказались достаточно термостабильны. При этом OpaPAO1 имеет высокую удельную активность и kcat с ацилированными полиаминами (>100 с⁻¹ для каждого субстрата), в то время как активность OpaPAO3 и KmaPAO со своими субстратами ниже (kcat в диапазоне 1–10 с⁻¹). Все ферменты наиболее активны при pH 9. Кроме того, нами было замечено, что окисление N1,12-диацетилспермина происходит по обоим вторичным аминогруппам, что необходимо учитывать при проектировании анализа. В ходе дальнейшей работы мы планируем оптимизировать методику пробоподготовки и определения полиаминов в слюне и моче.
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