Получение и характеристика D-лактатдегидрогеназы из Lacticaseibacillus rhamnosus 
Чачин П. А.1,2 Логинова А. А.1,2 Пометун А. А.1,2
Студент, 6 курс специалитета
1Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
химический факультет, Москва, Россия
2ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, Россия
E-mail: chachin2022@gmail.com
Антибиотикорезистентность остаётся одной из самых серьёзных угроз современной медицине, и в 2017 году Всемирная организация здравоохранения отнесла Klebsiella pneumoniae к числу наиболее опасных бактерий из-за её высокой устойчивости к антибиотикам и способности быстро приобретать дополнительную резистентность. Этот патоген вызывает тяжёлые пневмонии, особенно у людей с алкогольной зависимостью, играет ключевую роль в нозокомиальных инфекциях и представляет повышенный риск для пациентов с хроническими заболеваниями. Одним из перспективных подходов к борьбе с ней является подавление роста с помощью молочнокислых бактерий, в частности Lacticaseibacillus rhamnosus, которые способны тормозить размножение патогена и образование биоплёнок. Исследование показало, что при совместном росте лактобактерии выделяют белки трёх групп – протеазы, гидролазы нуклеиновых кислот и метаболические белки (включая D-лактатдегидрогеназу), однако точный механизм их антагонистического действия пока остаётся неясным. [1]
Для изучения нами был выбран белок класса оксидоредуктаз – D-лактатдегидрогеназа (D-LDH). Это NAD+-зависимый фермент, катализирующий обратимую реакцию превращения пирувата в D-лактат при сопряженном окислении NADH до NAD+. Поскольку D-лактат критически важен для бактерий (участвует в защите от антибиотиков, формировании биопленок и клеточном метаболизме), изучение LrhD-LDH поможет детально понять механизмы взаимодействия пробиотиков и патогенов. А в связи с активным использованием D-лактата в биотехнологии LrhD-LDH также может стать перспективным инструментом для новых разработок в этой области.
[bookmark: _GoBack]В рамках данной работы был клонирован ген, кодирующий D-лактатдегидрогеназу из L. rhamnosus с His-tag на N-конце фермента. Штамм лактобактерий был любезно предоставлен Всероссийским научно-исследовательским институтом молочной промышленности (ФГАНУ «ВНИМИ»). Была проведена экспрессия фермента в клетках E.coli. Очищенный препарат D-LDH_HisN был получен в активной и растворимой форме. Были определены его константы Михаэлиса при pH 7,0: 11 ± 1 мкM по NADH и 26 ± 1 мM по пирувату, а также при pH 6,0: 11 ± 1 мкM по NADH, 11 ± 0,5 мM по пирувату, для прямой реакции. Изучена температурная стабильность фермента – при нагреве в течение 10 минут до 45°C наблюдается полное сохранение активности, а дальнейшее увеличение температуры инкубации приводит к снижению остаточной активности, что может говорить, вероятно, о денатурации белка. Также был определён pH оптимум активности для реакции с NADH и пируватом: максимальная активность наблюдается на интервале pH 4,5 – 6,5.
Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 23-64-10029.
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