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РЕфЕРАт Гидрофобизация α-спиралей является одним из общих подходов повышения температур-
ной стабильности ферментов. На основании сравнительного анализа аминокислотных последователь-
ностей оксидаз D-аминокислот из различных источников и анализа трехмерной структуры оксидазы 
D-аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis (TvDAAO, [КФ 1.4.3.3]) найдены 11 остатков Ser, располо-
женных в α-спиралях. По результатам дальнейшего структурного анализа восемь из них отобрали (в поло-
жениях 67, 77, 78, 105, 270, 277, 335 и 336) для замены на остатки Ala. Замены Ser78Ala и Ser270Ala привели 
к сильной дестабилизации фермента – мутантные варианты инактивировались в процессе их выделения 
из клеток. Остальные шесть мутантных TvDAAO были получены в высокоочищенном состоянии и изучены 
их свойства. Замены Ser277Ala и Ser336Ala привели к дестабилизации белковой глобулы, мутанты TvDAAO 
Ser77Ala и TvDAAO Ser335Ala по термостабильности были близки к ферменту дикого типа, в то время 
как замены Ser67Ala и Ser105Ala повысили температурную стабильность приблизительно в 1.5 и 2 раза. 
Кроме того, каталитическая эффективность мутантной TvDAAO Ser105Ala с D-Asn, D-Tyr, D-Phe и D-Leu 
была в среднем в 1.2–3 раза выше, чем у фермента дикого типа.
КЛючЕВыЕ СЛОВА белковая инженерия, гидрофобизация α-спирали, направленный мутагенез, оксидаза 
D-аминокислот из Trigonopsis variabilis, субстратная специфичность, температурная стабильность.

ВВЕДЕНИЕ
Оксидаза D-аминокислот (DAAO, [КФ 1.4.3.3]) отно-
сится к классу FAD-содержащих оксидоредуктаз 
и катализирует окислительное дезаминирование 
D-аминокислот в соответствующие α-кетокислоты 
[1]. DAAO широко распространена в природе, гены 
этого фермента найдены в клетках моллюсков, рыб, 
рептилий, амфибий, насекомых, птиц, растений, мле-
копитающих, а также в микроорганизмах – микро-
скопических грибах, дрожжах и бактериях, где она 
выполняет важные физиологические функции [2, 
3]. Разработаны процессы синтеза оптически актив-
ных соединений, α-кетокислот, 7-аминоцефалоспо-
рановой кислоты с участием DAAO, этот фермент 
используют также в биосенсорах для определения 
содержания D-аминокислот [2, 4, 5]. Наиболее ши-
рокое применение нашли два фермента – из дрож-
жей Rhodotorula gracilis (rgDAAO) и Trigonop-

sis variabilis (tvDAAO). Среди известных оксидаз 
D-аминокислот tvDAAO обладает наиболее высокой 
активностью с цефалоспорином С (cephc) [6] и наи-
лучшей температурной стабильностью [7]. Например, 
при инкубации в течение 30 мин при 45°С tvDAAO 
сохраняет 100% активности, в то время как rgDAAO 
в этих условиях инактивируется полностью. DAAO 
из Arthrobacter protophormiae и Candida boidinii, 
температурная стабильность которых также изуче-
на, очень схожи с rgDAAO – при 50°С они полностью 
теряют активность за 30 мин [5, 8, 9].

В нашей лаборатории был клонирован ген окси-
дазы D-аминокислот из дрожжей T. variabilis, раз-
работана система сверхэкспрессии рекомбинантного 
фермента в клетках Escherichia coli в активной и рас-
творимой форме, изучены его свойства [10]. В натив-
ном состоянии tvDAAO представляет собой гомо-
димер [11], который имеет ось симметрии второго 
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порядка такую, что субъединицы расположены друг 
относительно друга по типу «голова-хвост». Каждая 
субъединица содержит одну молекулу кофактора 
FAD в активном центре.

Повышение термостабильности практически 
важных ферментов является одновременно и фун-
даментальной, и прикладной задачей. Получаемые 
в ходе таких экспериментов данные позволяют более 
полно и глубоко понять взаимосвязи между структу-
рой, функцией и стабильностью исследуемого бел-
ка. В то же время решение данной задачи позволяет 
снизить потери фермента в ходе выделения и упро-
щает процесс очистки, что, в свою очередь, приво-
дит к снижению стоимости конечного продукта. На-
пример, ранее в нашей лаборатории были получены 
мутантные формиатдегидрогеназы из Pseudomonas 
sp. 101 с увеличенной температурной стабильностью, 
что позволило ввести в процесс очистки рекомби-
нантного фермента стадию термообработки. Нагре-
вание бесклеточного экстракта при 60оС в течение 
20–30 мин приводило к повышению чистоты препа-
рата с 50 до 80–85% без потери ферментативной ак-
тивности [12]. 

К настоящему времени опубликовано весьма огра-
ниченное количество данных по увеличению темпе-
ратурной стабильности tvDAAO c помощью белковой 
инженерии. Всего в двух работах получены мутант-
ные формы tvDAAO с точечными аминокислотными 
заменами, у которых наблюдалось незначительное 
увеличение температурной стабильности по сравне-
нию с ферментом дикого типа [13, 14]. Сообщалось 
также о ковалентном сшивании двух субъединиц 
tvDAAO дипептидом Lys-Leu [15], в результате чего 
T

m
 увеличилась на 2°С, но при этом ухудшились ка-

талитические свойства с большинством субстратов.
В данной работе представлены результаты при-

менения к оксидазе D-аминокислот из дрожжей 
T. variabilis общего подхода повышения температур-
ной стабильности, основанного на гидрофобизации. 
Гидрофобизация была выполнена за счет замены 
остатков серина на остатки аланина в α-спиральных 
участках структуры tvDAAO. Изучено также вли-
яние этих замен на каталитические свойства фер-
мента.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛьНАя чАСть
Для генно-инженерных экспериментов использовали 
реактивы марки Molecular Biology Grade. В микро-
биологических экспериментах применяли бакто-
триптон, дрожжевой экстракт и агар (Difco, США), 
глицерин (99.9%) и хлорид кальция («ultra pure»), 
гидрофосфат калия, дигидрофосфат натрия («pure 
for analysis»), лизоцим (Fluka/Biochemika, Швейца-
рия), изопропил-β-D-тиогалактопиранозид (ИПТГ), 

2,2'-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфонат) 
(ABtS), канамицин и хлорамфеникол (Sigma, США), 
глюкозу и хлорид натрия («ч.д.а.», «Хеликон», Рос-
сия). Эндонуклеазы рестрикции, ДНК-лигазу фага Т4 
и Pfu-ДНК-полимеразу (thermo Scientific) использо-
вали для клонирования фрагментов ДНК и направ-
ленного мутагенеза. Для выделения ДНК из агароз-
ного геля и плазмид из клеток E. coli использовали 
наборы реагентов фирмы thermo Scientific. Олиго-
нуклеотиды для проведения полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) и секвенирования были синтезирова-
ны фирмой «Синтол» (Россия). В этих экспериментах 
использовали воду, очищенную на установке MilliQ 
(Millipore, США).

В работе использовали следующие штаммы бак-
терий E. coli:

E. coli DH5α: fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 
Φ80 Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 
hsdR17.

E. coli BL21(De3) pLysS codon Plus: B F– ompT 
hsdS(r

B
- m

B
-) dcm+ tetr gal λ(De3) endA Hte [pLysS 

argU ileY leuW camr].
Все реактивы для электрофореза белков про-

изведены фирмой Bio-rad (США). Для очистки 
и изучения свойств фермента применяли Трис 
(трис(гидроксиметил)аминометан, «ч.д.а.») фирмы 
Merck (Германия), рацематы аминокислот «Диа-М» 
(Россия) и reanal (Венгрия), пероксидазу из корней 
хрена («Диа-М», Россия).

Проведение реакции направленного мутагенеза
Точечные замены вводили с помощью двустадийной 
ПЦР как описано ранее [13, 16]. В качестве матрицы 
использовали плазмиду, полученную на основе pet-
33b(+), в которой ген tvdaao находится под контролем 
сильного промотора РНК-полимеразы фага Т7. Му-
тации вводили с использованием прямого (t7_For) 
и обратного (t7_rev) праймеров на начало и конец 
гена соответственно, а также прямого (Mut_For) и об-
ратного (Mut_rev) праймеров, несущих требуемые 
замены в гене tvdaao. Последовательности праймеров 
приведены ниже. Полужирным выделены вводимые 
мутации.

t7_For 5'-taatacgactcactataggg-3'
t7_rev 5'-gctagttattgctcagcgg-3' 
Ser67Ala_For 5'-gactacgatgccgtcgcttatcctatcttgcgagagctg-3'
Ser67Ala_rev 5'-cgcaagataggataagcgacggcatcgtagtcggc-3'
Ser77Ala_For 5'-tggctcgagccagccccgaggctggaa-3'
Ser77Ala_rev 5'-gggctggctcgagccagctctcgcaag-3'
Ser78Ala_For 5'-ctcgaagcgcccccgaggctggaattcg-3'
Ser78Ala_rev 5'-tcgggggcgcttcgagccagctctcg-3'
Ser105Ala_For 5'-gaaggtgccatggcggccatctgtcaacgcaac-3'
Ser105Ala_rev 5'-gacagatggccgccatggcaccttccagtttagg-3'
Ser270Ala_For 5'-ccgaacccgatcctgctctcacccatcgaatcctgt-3'
Ser270Ala_rev 5'-gatgggtgagagcaggatcgggttcggatgacc-3'
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Ser277Ala_For 5'-ccatcgaatcctggctagagccctcgaccgattc-3'
Ser277Ala_rev 5'-cgagggctctagccaggattcgatgggtgagaga–3'
Ser335Ala_For 5'-gtgctggttaccaggcctcttacggcatggctgat-3'
Ser335Ala_rev 5'-gccgtaagaggcctggtaaccagcaccggc-3'
Ser336Ala_For 5'-ctggttaccagtccgcttacggcatggctgatgaag-3'
Ser336Ala_rev 5'-catgccgtaagcggactggtaaccagcaccg-3'.

Реакционная смесь для проведения ПЦР содер-
жала 2.5 мкл 10-кратного буфера для Pfu-ДНК-
полимеразы (200 мМ tрис-Hcl (pH 8.8 при 25°c), 
100 мМ (nH

4
)

2
SO

4
, 100 мМ Kcl, 1 мг/мл БСА, 

1% (об/об) Тритон X-100, 20 мМ MgSO
4
); 2.5 мкл сме-

си dntP (dAtP, dGtP, dttP, dСtP, концентрация 
каждого 2.5 мМ); 1 мкл ДНК-матрицы (≈10 нг/мкл); 
по 2 мкл праймеров (10 нмоль/мл); 0.5 мкл ДНК-
полимеразы Pfu (2.5 Ед/мкл) и деионизованную воду 
до общего объема смеси 25 мкл. ПЦР проводили в тон-
костенной пластиковой пробирке объемом 0.5 мл (SSI, 
США) на приборе «Терцик» («ДНК-Технологии», Рос-
сия). Для предотвращения испарения реакционной 
смеси в пробирку перед проведением ПЦР добавляли 
30 мкл минерального масла. Пробирку прогревали 
в течение 5 мин при 95°С, затем реакцию ПЦР иници-
ировали добавлением фермента. Реакцию проводили 
по следующей программе: первая стадия при 95°С, 
30 с; вторая стадия при 54–58°С, 60 с; третья стадия 
при 72°С, 2 мин, всего 25–35 циклов. После последнего 
цикла реакционную смесь дополнительно выдержи-
вали в течение 10 мин при 72°С. Температуру на вто-
рой стадии выбирали на 3–5°С ниже температуры 
плавления дуплексов (Т

m
), образуемых праймерами. 

Для определения Т
m

 использовали эмпирическую 
формулу:

T
m

 = 2(nA + nt) + 4(nG + nc),

где nX – количество нуклеотидов типа X (X = A, t, 
c, G) в праймере.

Для получения фрагментов, содержащих требуе-
мую замену, проводили две ПЦР с использовани-
ем пар праймеров t7_For/Mut_rev (фрагмент 1) 
и Mut_For/t7_rev (фрагмент 2). Продукты ПЦР, 
фрагмент 1 и фрагмент 2, очищали электрофорезом 
в 1% агарозном геле. Затем проводили третью, объ-
единяющую, ПЦР с праймерами t7_For и t7_rev, 
где в качестве ДНК-матрицы использовали полу-
ченные ранее фрагменты 1 и 2. Продукт третьей 
ПЦР очищали аналогично в 1% агарозном геле и об-
рабатывали двумя эндонуклеазами рестрикции: 
в случае замен в положениях 67, 77, 78 и 105 ис-
пользовали ncoI и Bsp119I, а для замен в положе-
ниях 270, 277, 335 и 336 – Bsp119I и XhoI. Фрагмен-
ты ДНК очищали электрофорезом в 1% агарозном 
геле и лигировали в исходный вектор, обработанный 
теми же эндонуклеазами рестрикции. Лигазной сме-
сью трансформировали клетки E. coli DH5α. Затем 

клетки высевали на чашки Петри с агаризованной 
средой, содержащей канамицин (30 мкг/мл), и вы-
держивали в течение 16 ч при 37°С. Брали по три 
колонии каждого мутанта с чашки, и из них выде-
ляли плазмиды. Правильность введения требуе-
мых мутаций контролировали секвенированием 
плазмидной ДНК в Центре коллективного пользо-
вания «Геном» (Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН).

Экспрессия мутантных форм TvDAAO в клетках 
E. coli
tvDAAO и ее мутантные формы экспрессирова-
ли в клетках E. coli BL21(De3)codonPlus/pLysS. 
Для получения штамма-продуцента клетки транс-
формировали соответствующей плазмидой и вы-
севали на чашки Петри с агаризованной средой, 
содержащей канамицин (30 мкг/мл). Для приготов-
ления посевного материала с чашки отбирали еди-
ничную колонию и культивировали в течение 16 ч 
при 30оС в 10 мл среды 2Yt (бактотриптон 16 г/л, 
дрожжевой экстракт 10 г/л, хлорид натрия 5 г/л, 
рН 7.5) в присутствии 30 мкг/мл канамицина и 25 
мкг/мл хлорамфеникола. Утром клетки пересевали 
на свежую среду (разбавление 1 : 100) и культиви-
ровали при 30°С до величины поглощения на длине 
волны 600 нм A

600
 ≈ 0.6–0.8. Посевной материал вно-

сили в колбы для культивирования в количестве 10% 
от общего объема среды (модифицированная сре-
да LB – дрожжевой экстракт 10 г/л, бактотриптон 
5 г/л, глюкоза 5 г/л, дигидрофосфат натрия 1.5 г/л 
и гидрофосфат калия 1 г/л, рН 7.5), содержащей 
30 мкг/мл канамицина. Культивирование проводи-
ли в конических колбах с отбойниками объемом 1 л 
(объем среды составлял не более 10–15% от объема 
колбы). Температуру культивирования варьирова-
ли в диапазоне 18–27°С, скорость оборотов качалки 
составляла 120–160 об/мин. После достижения A

600
 

≈ 0.6–0.8 экспрессию фермента индуцировали до-
бавлением в среду ИПТГ до конечной концентра-
ции 0.1 мМ. После индукции клетки культивирова-
ли в течение 24 ч, а затем осаждали на центрифуге 
eppendorf 5403 (5 мин, 5000 об/мин, +4°С). Получен-
ный осадок ресуспендировали в 0.02 М буфере Трис-
Hcl (рН 8.0 при 25°С) в соотношении 1 : 4 (масс.). По-
лученную суспензию хранили при –20°С.

Выделение и очистка мутантных ферментов
Для выделения мутантных tvDAAO суспензию 
клеток в 20 мМ буфере tрис-Hcl pH 8.0 дважды 
замораживали–размораживали, затем клетки раз-
рушали при помощи ультразвукового дезинтеграто-
ра Branson Sonifier 250 (Германия) при постоянном 
охлаждении. Осадок удаляли центрифугировани-
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ем на центрифуге eppendorf 5804 r (11000 об/мин, 
30 мин).

Очистка фермента включала ионообменную хро-
матографию на колонке MonoQ Hr 10/10 с исполь-
зованием прибора FPLc фирмы Pharmacia Biotech 
(Швеция) и обессоливание на носителе Sephadex 
G-25 [17]. Чистоту препаратов контролировали с по-
мощью аналитического электрофореза в 12% по-
лиакриламидном геле в присутствии 0.1% додецил-
сульфата натрия на приборе MiniProtean III (Biorad, 
Австрия) по протоколам фирмы-производителя.

Измерение активности и каталитических 
параметров TvDAAO
Активность оксидазы D-аминокислот определяли 
с использованием биферментной системы: DAAO–
пероксидаза хрена. В качестве субстрата для первого 
фермента использовали D-метионин, для второго – 
ABtS. Активность определяли при 30°С по нако-
плению продукта окисления ABtS (поглощение 
при 414 нм, ε

414
 = 36600 л/моль/см) на спектрофото-

метре Shimadzu uV-1800 (Япония). В кювету спек-
трофотометра (рабочий объем 1 мл, оптический путь 
1 см) добавляли 770 мкл 50 мМ калий-фосфатного 
буфера (КФБ), рН 8.0, предварительно насыщен-
ного воздухом, 200 мкл 100 мМ раствора D-Met 
в 50 мМ КФБ, 20 мкл раствора ABtS (16 мг/мл) 
в воде и 10 мкл раствора пероксидазы в 50 мМ КФБ 
(5 мг/мл). После термостатирования в течение 10 мин 
при 30°С в кювету добавляли пробу tvDAAO дикого 
типа или соответствующих мутантов (30 мкл).

При определении максимальной скорости реак-
ции (V

m
) и константы Михаэлиса (К

M
) концентрацию 

соответствующей D-аминокислоты варьировали 
в диапазоне от 0.5 до 5 К

M
. Приблизительное значе-

ние К
M

 определяли в отдельном опыте, измеряя ско-
рость реакции при концентрации соответствующей 
D-аминокислоты, равной 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50 мМ. 
Кинетические параметры V

m 
и К

M
 рассчитывали ме-

тодом нелинейной регрессии с помощью программы 
OriginPro 8.5 Sr1 (OriginLab). Каталитическую кон-
станту k

cat
 рассчитывали из значения V

m
. Концентра-

цию активного фермента определяли спектрофото-
метрически по поглощению на длине волны 455 нм 
с использованием коэффициента молярного погло-
щения FAD 10800 м-1см-1 [6].

Исследование термостабильности ферментов
Температурную стабильность мутантных tvDAAO 
и фермента дикого типа изучали в 0.1 М калий-
фосфатном буфере, рН 8.0. Для каждого опыта гото-
вили серию из пластиковых пробирок объемом 0.5 мл, 
содержащих 100 мкл раствора фермента. Пробирки 
помещали в предварительно нагретый до нужной 

температуры водный термостат (точность термо-
статирования ± 0.1°С). Через определенные проме-
жутки времени отбирали по одной пробирке, быстро 
охлаждали в течение 1–2 мин во льду и измеряли 
активность фермента как описано выше. Интер-
вал между отбором проб подбирали таким образом, 
чтобы за время эксперимента активность фермен-
та уменьшилась до 10–15% от исходной величины. 
Для определения констант скоростей инактивации 
строили зависимости остаточной активности фер-
мента от времени в полулогарифмических коорди-
натах и обрабатывали их в программе OriginPro 8.5 
Sr1 (OriginLab) по методике, описанной в [18].

Компьютерное моделирование
Анализ структуры tvDAAO, компьютерное моде-
лирование tvDAAO с аминокислотными заменами 
и получение изображений белковой глобулы прово-
дили с помощью пакета программ Accelrys Discovery 
Studio 2.1.

РЕзУЛьтАты И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор положений в структуре TvDAAO 
для направленного мутагенеза
Рациональный белковый дизайн является мощным 
методом изучения структурно-функциональных вза-
имосвязей и направленного изменения свойств фер-
ментов. Для направленного увеличения температур-
ной стабильности ферментов используют сравнение 
аминокислотных последовательностей исследуемого 
фермента и ферментов из термофильных организ-
мов, а также анализ трехмерной структуры (если она 
доступна хотя бы для одного фермента из семейства) 
с целью выявления аминокислотных остатков, играю-
щих важную роль в стабильности [19]. Однако в слу-
чае tvDAAO такой подход не применим, посколь-
ку это наиболее стабильный фермент из изученных 
на данный момент оксидаз D-аминокислот, а амино-
кислотные последовательности DAAO из термофиль-
ных микроорганизмов до сих пор не определены. По-
этому для повышения термостабильности tvDAAO 
было решено применить один из общих подходов, 
основанный на гидрофобизации α-спиралей в струк-
туре фермента [19, 20]. Это может быть достигнуто 
за счет различных замен, например, Ser→Ala (исполь-
зуются наиболее часто), Lys→Arg, Gly→Ala, Ser→thr, 
Lys→Ala, thr→Ala, Lys→Glu, Glu→Arg, Asp→Arg [21]. 
В случае замены Ser→Ala, как правило, наблюдается 
наибольший стабилизирующий эффект. Например, 
гидрофобизацию α-спиралей в результате замены 
Ser→Ala использовали для повышения температур-
ной стабильности формиатдегидрогеназы из бакте-
рий Pseudomonas sp. 101 [22].
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Мы проанализировали четвертичную структуру 
tvDAAO для выявления потенциальных остатков 
Ser в α-спиралях. При отборе остатков Ser, кото-
рые можно заменить на Ala, принимали во внима-
ние следующие моменты: 1) эти остатки должны 
входить в состав α-спиралей; 2) не быть консерва-
тивными и не располагаться в активном центре фер-
мента. В результате анализа структуры tvDAAO 
в α-спиралях всего найдено 11 остатков Ser (рис. 1). 
Сравнение аминокислотных последовательностей 
DAAO из разных источников показывает, что оста-
ток Ser44 является консервативным, располагается 
в коферментсвязывающем домене tvDAAO, и его 
боковой радикал, согласно компьютерному анали-
зу, образует две водородные связи с молекулой FAD 
(рис. 2А). Поэтому этот остаток сразу исключили 
из списка возможных кандидатов на замену. Остатки 
Ser157 и Ser161 располагаются в области межсубъе-
диничного контакта, и несмотря на то, что они не при-
нимают участия в образовании межсубъединичных 
водородных связей, их замена также нежелательна 
[11]. Таким образом, для замены на остатки Ala были 
выбраны восемь остатков Ser (в положениях 67, 77, 
78, 105, 270, 277, 335 и 336). Остатки Ser67, Ser105, 
Ser335 и Ser336 располагаются внутри белковой гло-
булы, а Ser77, Ser78, Ser270 и Ser277 экспонированы 
в раствор. На рис. 2Б–Е положение выбранных остат-
ков показано более подробно. Ser67 находится в се-
редине, а остатки Ser77 и Ser78 на конце α3-спирали. 
Ser105 расположен в короткой α4-спирали, Ser270 
и 277 – в α9-спирали, в ее начале и середине соот-
ветственно. Остатки Ser335 и Ser336 расположены 
в начале α13-спирали. Все восемь остатков серина 
образуют от двух до шести водородных связей. Ser78, 
Ser105 и Ser270 образуют водородные связи с други-
ми аминокислотными остатками полипептидной цепи 
только с атомами пептидной связи. Поскольку боко-
вой радикал этих остатков не участвует в образова-
нии водородных связей с другими аминокислотами, 
то замена этих трех остатков на Ala не должна при-
вести к потере водородных связей. Остатки Ser в по-
ложениях 67, 77, 277, 335 и 336 образуют водородные 
связи как с атомами пептидной связи, так и оксигруп-
пами боковых радикалов других аминокислот (рис. 2). 
С одной стороны, замена этих пяти остатков серина 
приведет к потере водородных связей, образованных 
боковым радикалом, что может внести отрицатель-
ный вклад в стабильность фермента, но, с другой сто-
роны, повышение гидрофобности α-спирали может 
стабилизировать белковую глобулу так, что суммар-
ный эффект окажется положительным. Таким обра-
зом, замена этих остатков серина представляет собой 
теоретический интерес с точки зрения влияния двух 
указанных факторов на стабильность tvDAAO.

Получение мутантных TvDAAO с заменами Ser/Ala
Нуклеотидные замены в гене tvdaao, приводящие 
к появлению требуемых мутаций, вводили с помощью 
ПЦР. Секвенировали по три плазмиды для каждого 
из восьми мутантов гена tvdaao и показали, что во всех 
случаях в гене tvdaao были только требуемые мутации, 
а другие нуклеотидные замены отсутствовали. Плаз-
мидами с генами мутантных tvDAAO трансформиро-
вали клетки E. coli BL21(De3) codon Plus/pLysS. По-
лученные рекомбинантные штаммы культивировали 
по методике, приведенной в разделе «Эксперименталь-
ная часть». Все восемь мутантных tvDAAO синтези-
ровались в растворимой форме и обладали фермен-
тативной активностью. Две мутантные tvDAAO 
с заменами Ser78Ala и Ser270Ala в очищенном виде 
получить не удалось, так как они быстро инактивиро-
вались в ходе разрушения клеток, что свидетельствует 
о сильной дестабилизации белковой глобулы. Осталь-
ные шесть мутантных tvDAAO с заменами Ser67Ala, 
Ser77Ala, Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala и Ser336Ala 
были выделены и очищены с помощью анионообмен-
ной хроматографии. Согласно данным аналитического 
электрофореза, в полиакриламидном геле в присут-
ствии додецилсульфата натрия их чистота составила 
не менее 99% (рис. 3, дорожки 1–6).

Рис. 1. Общий вид субъединицы TvDAAO с остатками 
Ser, расположенными в α-спиральных участках
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Каталитические свойства мутантных TvDAAO
Для шести мутантных tvDAAO с заменами Ser67Ala, 
Ser77Ala, Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala и Se-
r336Ala были определены константы Михаэлиса 
(K

М
) и каталитические константы (k

cat
) с различны-

ми D-аминокислотами. Значения k
cat

, К
М

 и катали-
тической эффективности k

cat
/К

М
 новых мутантов 

tvDAAO и фермента дикого типа с различными 
D-аминокислотами приведены в табл. 1. Полужир-

ным шрифтом на сером фоне выделено улучше-
ние кинетического параметра по сравнению с па-
раметром фермента дикого типа. Для наглядности 
на рис. 4 представлены значения каталитической эф-
фективности ((k

cat
/K

М
)mut/(k

cat
/K

М
)wt·100%) мутантных 

tvDAAO относительно значений фермента дикого 
типа (100%). Из табл. 1 и рис. 4 видно, что введение 
замен привело к существенному изменению спек-
тра субстратной специфичности. Из всех мутантных 

Рис. 2. Рас-
положение 
и взаимодей-
ствие остатков 
Ser в α-спиралях 
глобулы 
TvDAAO.  
A – Ser44,  
Б – Ser105,  
В – Ser67,  
Г – Ser270 
и Ser277,  
Д – Ser77 
и Ser78,  
E – Ser335 
и Ser336
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ферментов активность с D-лизином сохранил только 
tvDAAO Ser77Ala, с D-треонином – только tvDAAO 
Ser335Ala. Кроме того, стоит отметить повышение 
каталитической эффективности к D-лейцину прак-
тически при всех заменах.

Среди отдельных мутантов следует обратить вни-
мание на следующие моменты: 

1. tvDAAO Ser67Ala по свойствам близок к фер-
менту дикого типа со многими субстратами, заметное 
увеличение каталитической эффективности – в 2.5 
раза – наблюдается только с D-Leu. С D-thr и D-Lys 
фермент неактивен.

2. tvDAAO Ser77Ala проявляет более высокую 
каталитическую эффективность только с одним суб-
стратом – D-Asn, с D-thr фермент неактивен, суще-
ственно снизилась активность с D-tyr, а также с D-
Met и D-Val. Из всех мутантов только этот сохранил 
активность с D-Lys.

3. tvDAAO Ser105Ala обладает наилучшими ка-
талитическими параметрами среди всех мутантных 
форм, за исключением отсутствия активности с D-
thr и D-Lys. Каталитическая эффективность сни-
зилась с D-trp в 1.3 и с D-Met в 1.6 раза, но возросла 
с D-tyr, D-Phe и D-Leu в 1.6, 1.7 и 3.0 раза соответ-
ственно.

4. tvDAAO Ser335Ala имеет более высокую ката-
литическую активность по отношению к D-Ser, чем 
фермент дикого типа. Кроме того, только этот му-
тантный фермент сохранил активность с D-thr.

Мутантные формы tvDAAO Ser277Ala и Ser336Ala 
выделяются на общем фоне, поскольку полностью по-
теряли активность с D-Ser, но сохранили активность 

Рис. 3. Аналитический электрофорез в полиакрила-
мидном геле в денатурирующих условиях препаратов 
мутантных TvDAAO с заменами Ser67Ala, Ser77Ala, 
Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala, Ser336Ala (дорожки 
1 – 6 соответственно) и фермента дикого типа (до-
рожка 7). М – маркер молекулярной массы белков
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с D-Ala, что можно использовать для селективного 
определения D-Ala в биологических образцах в при-
сутствии D-Ser. Эти ферменты неактивны также с D-
thr и D-Lys, но имеют более высокую каталитиче-
скую эффективность с D-Leu.

тЕМПЕРАтУРНАя СтАБИЛьНОСть МУтАНтНыХ 
TvDAAO

Стабильность TvDAAO Ser78Ala и Ser270Ala
Как отмечено выше, замены Ser78Ala и Ser270Ala 
привели к сильной дестабилизации белковой глобу-
лы, так что ферменты инактивировались в процессе 
их выделения из клеток. Компьютерное моделиро-
вание показало, что Ser78 и Ser270 не образуют во-
дородные связи своими боковыми радикалами с со-
седними остатками. Однако в непосредственной 
близости от них располагаются остатки Glu80 
и Asp268 соответственно, с которыми возможно об-
разование водородных связей в растворе как непо-
средственно, так и через молекулу воды, посколь-
ку в обоих случаях расстояние между оксигруппой 
серина и карбоксильной группой составляет около 
4 Å. Так так Ser78 и Ser270 располагаются на изги-
бах на конце α3-спирали и в начале α9-спирали со-
ответственно, то, по-видимому, играют важную роль 
в поддержании стабильности элементов вторичной 
структуры tvDAAO, о чем говорит сильная дестаби-
лизация при их замене на остатки аланина.

Стабильность TvDAAO Ser67Ala, Ser77Ala, 
Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala, Ser336Ala
На рис. 5A,Б представлены зависимости остаточной 
активности мутантов tvDAAO от времени при оди-
наковой концентрации. Как видно из рис. 5А, за-
мены Ser77Ala и Ser335Ala незначительно снижа-
ют стабильность. Замена Ser67Ala на стабильность 
фермента не влияет, а замена Ser105Ala приводит 
к заметной стабилизации. Наибольшая дестабилиза-
ция белковой глобулы наблюдается в случае замен 
Ser277Ala и Ser336Ala (рис. 5Б). Для получения кри-
вых инактивации, сопоставимых с кривыми для дру-
гих мутантов tvDAAO, температуру инкубации при-
шлось снизить с 56 до 52оС.

МЕХАНИзМ ИНАКтИВАЦИИ МУтАНтНыХ TvDAAO
Ранее нами было показано [11, 13, 16], что при повы-
шенных температурах инактивация tvDAAO дико-
го типа и ее различных мутантных форм протекает 
в соответствии с диссоциативным механизмом:

.
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Согласно этому механизму на первой стадии 
активный димер e

2
 обратимо диссоциирует с об-

разованием двух неактивных мономеров e. Далее 
происходит необратимый переход формы Е в денату-
рированный мономер e

d
. Этот механизм был подробно 

проанализирован О.И. Полтораком и соавт. в 1998 г. 
[18]. Зависимость остаточной активности фермента 
от времени в таком механизме описывается суммой 
двух экспонент, и скорость инактивации фермента 
зависит от его концентрации [11, 13, 16]. Диссоциа-

Рис. 4. Относительные значения каталитической эффективности (k
cat

/K
M

)mut/(k
cat

/K
M

)wt TvDAAO с заменами 
Ser67Ala, Ser77Ala, Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala, Ser336Ala. Каталитическая эффективность TvDAAO дикого 
типа принята за 100%
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Рис. 5. Зависимость остаточной активности мутантных TvDAAO с заменами Ser67Ala, Ser77Ala, Ser105Ala, 
Ser335Ala и TvDAAO дикого типа от времени при 56°С. 0.1 М КФБ, рН 8.0, концентрация ферментов 
– 10 мкг/мл (А), и зависимость остаточной активности мутантных TvDAAO с заменами Ser277Ala, Ser336Ala 
и TvDAAO дикого типа от времени при 52°С. 0.1 М КФБ, рН 8.0, концентрация ферментов – 10 мкг/мл (Б) 
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Рис. 7. Зависимость констант скоростей первой (А) 
и второй (Б) стадий термоинактивации мутантных 
TvDAAO с заменами Ser67Ala, Ser77Ala, Ser105Ala, 
Ser335Ala и TvDAAO дикого типа в 0.1 М КФБ, рН 8.0 
от температуры в полулогарифмических координатах 
ln(k
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тивный механизм термоинактивации tvDAAO дико-
го типа наблюдается только в диапазоне температур 
50–60оС, когда значения констант скоростей k

1
 и k

2
 

сопоставимы друг с другом. Поскольку константа 
скорости k

1
 с ростом температуры увеличивается го-

раздо быстрее, чем константа скорости k
2
, то при тем-

пературах ниже 50 и выше 60оС лимитирующими 
становятся соответственно первая и вторая стадии, 
а кинетика инактивации в этих условиях описыва-
ется одной экспонентой, как для мономолекулярных 
реакций.

Анализ зависимостей остаточной активно-
сти от времени свидетельствует, что у мутантных 

tvDAAO с заменами Ser67Ala, Ser77Ala, Ser105Ala, 
Ser335Ala (рис. 5А) и Ser277Ala и Ser336Ala (рис. 5Б) 
механизм термоинактивации также не отличается 
от механизма инактивации фермента дикого типа. 
На рис. 6А,Б в качестве примера в полулогариф-
мических координатах приведены зависимости 
остаточной активности мутанта tvDAAO Ser77Ala 
от времени инкубации при различных температурах 
и концентрациях. Аналогичные зависимости полу-
чены и для всех остальных мутантных ферментов. 
Наличие точек излома на кривых термоинактивации 
в полулогарифмических координатах при различ-
ных температурах и увеличение тангенса угла на-
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Рис. 6. Зависимости остаточной активности мутантной 
TvDAAO Ser77Ala от времени в полулогарифмических 
координатах. А – инактивация при различных темпера-
турах и концентрации фермента 15 мкг/мл. Б – инак-
тивация при различных начальных концентрациях фер-
мента при температуре 56°С. 0.1 М калий-фосфатный 
буфер, рН 8.0
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клона второго линейного участка при уменьшении 
начальной концентрации фермента подтверждает 
то, что процесс термоинактивации протекает по дис-
социативному механизму [18]. Из эксперименталь-
ных зависимостей остаточной активности фермента 
от времени инкубации мы рассчитали константы ско-
рости термоинактивации мутантных форм tvDAAO 
Ser67Ala, Ser77Ala, Ser105Ala, Ser277Ala, Ser335Ala 
и Ser336Ala для обеих стадий процесса (табл. 2).

В случае tvDAAО с мутациями Ser277Ala и Se-
r336Ala температурный диапазон, в котором реали-
зуется диссоциативный механизм, сместился на 4°С 
в сторону низких температур по сравнению с диа-
пазоном фермента дикого типа, причем tvDAAO 
Ser336Ala был наименее стабильным из всех по-
лученных в очищенном виде мутантов (рис. 5Б, 
табл. 2). При температуре 52°С (кинетические кри-
вые для которой приведены на рис. 5Б) замены Se-
r277Ala и Ser336Ala привели к увеличению констан-
ты скорости инактивации первой стадии в 3.9 и 7.7 
раза, а второй стадии – в 1.2 и 5.9 раза соответственно 
(табл. 2). Таким образом, в случае замены Ser336Ala 
эффект дестабилизации связан как с первой стадией 
инактивации – диссоциацией фермента на мономе-

ры, так и со второй стадией – денатурацией белковой 
глобулы. Замена Ser277Ala приводит главным об-
разом к увеличению скорости инактивации на пер-
вой стадии, однако эффект не столь значительный, 
как при замене Ser336Ala. Причиной большего эф-
фекта дестабилизации фермента с заменой Ser336Ala 
может быть то, что остаток Ser336 находится на кон-
це α13-спирали и образует водородную связь с пеп-
тидной связью остатка tyr333, который, в свою оче-
редь, располагается в близком контакте с Si-стороной 
изоаллоксазинового цикла FAD и консервативным 
остатком Ser44 (рис. 2Е). Кроме того, Ser336 и tyr333 
встречаются в соответствующих положениях у окси-
даз D-аминокислот, наиболее гомологичных tvDAAO 
и, по-видимому, играют важную роль в поддержании 
конформации, требуемой для связывания кофакто-
ра. Остаток Ser277 находится в середине α9-спирали 
на поверхности фермента (рис. 2Г) и образует одну 
водородную связь с карбонильным атомом кислорода 
пептидной связи остатка His273, потеря которой, воз-
можно, отрицательным образом сказывается на тем-
пературной стабильности tvDAAO.

Температурный диапазон, в котором инактивация 
ферментов с заменой четырех остатков Ser (67, 77, 

Таблица 2. Кинетические параметры диссоциативной термоинактивации мутантных TvDAAO и дикого типа

Мутантная форма Параметр, c-1
Температура, °С

46 48 50 52 54 56 58 60

tvDAAO Ser67Ala
k

1
·104 - - - 4.45 7.8 14.4 27.4 41.8

k
2
·104 - - - 2.51 3.25 4.44 5.7 9.6

tvDAAO Ser77Ala
k

1
·104 - - - 3.92 8.3 15.1 26.7 -

k
2
·104 - - - 2.31 4.20 7.9 18.5 -

tvDAAO Ser105Ala
k

1
·104 - - - 2.43 3.37 5.4 12.6 21.9

k
2
·104 - - - 2.48 3.44 5.8 7.2 9.7

tvDAAO Ser277Ala
k

1
·104 3.02 5.4 10.2 14.4 25.9 - - -

k
2
·104 0.93 1.41 3.25 3.91 7.6 - - -

tvDAAO Ser335Ala
k

1
·104 - - 3.47 4.80 6.8 10.3 17.7 -

k
2
·104 - - 2.43 3.23 6.1 8.9 17.9 -

tvDAAO Ser336Ala
k

1
·104 2.88 6.8 13.8 28.4 - - - -

k
2
·104 0.90 3.67 9.3 18.5 - - - -

wt-tvDAAO
k

1
·104 - - 2.86 3.67 9.2 11.6 21.5 40.5

k
2
·104 - - 2.28 3.13 5.6 7.1 10.8 19.4

Примечание. Уменьшение констант скорости у мутантов по сравнению с константами фермента дикого типа вы-
делено зеленым фоном, а ухудшение – бордовым. Разными оттенками показаны эффекты различной степени – 
большему эффекту соответствует более темный оттенок.
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105 и 335) происходит по диссоциативному механиз-
му, остался прежним, однако значения констант ско-
ростей термоинактивации изменились по сравнению 
с ферментом дикого типа (табл. 2). 

Как уже отмечалось, константы скоростей первой 
и второй стадий по-разному зависят от температуры. 
На рис. 7А,Б представлены зависимости величины 
ln(k) от 1/Т для констант скоростей первой и второй 
стадии соответственно.

Замена Ser105Ala приводит к увеличению стабиль-
ности фермента во всем температурном диапазоне – 
от 52 до 60°С (табл. 2, рис. 5А), причем зависимости 
констант скоростей термоинактивации для обеих 
стадий очень близки к значениям у фермента дикого 
типа, но при этом в диапазоне от 52 до 60°С располага-
ются на соответствующих графиках ниже (рис. 7A,Б). 
Замена Ser105Ala привела к повышению термо-
стабильности tvDAAO в среднем в 2 раза по срав-
нению с ферментом дикого типа на первой стадии 
термоинактивации и в 1.5 – на второй, что ощутимо 
для этого фермента. Сходный эффект стабилизации 
наблюдается на второй стадии инактивации мутант-
ной формы tvDAAO Ser67Ala – приблизительно в 1.6 
раза, причем температурная зависимость константы 
скорости инактивации также близка к зависимости 
у фермента дикого типа, но по параметрам первой 
стадии термоинактивации tvDAAO Ser67Ala немно-
го уступает исходному ферменту во всем темпера-
турном диапазоне – стабильность упала в среднем 
на 20%. Тем не менее эта замена также вызывает 
суммарную стабилизацию фермента, хоть и мень-
шую, чем замена Ser105Ala. Остатки Ser67 и Ser105 
находятся внутри белковой глобулы в середине α3-
спирали и в короткой α4-спирали. Оксигруппа остат-
ка Ser105 не образует водородных связей с соседни-
ми остатками и находится рядом с гидрофобными 
остатками Leu100, Ala103 и Ile107, в то время как ок-
сигруппа Ser67 образует две водородные связи с ато-
мами полипептидной цепи остатков Gln334 и tyr337, 
но при этом также находится в непосредственной 
близости к гидрофобным остаткам trp51, Leu70, 
Leu71 и бензольному кольцу остатка tyr337. При за-
мене Ser105Ala возможно усиление гидрофобных 
взаимодействий внутри белковой глобулы без нару-
шения каких-либо водородных связей, что, вероятно, 
и приводит к увеличению температурной стабиль-
ности tvDAAO. Кроме того, в трехмерной структуре 
фермента могут, по-видимому, возникать некоторые 
конформационные изменения, приводящие к стаби-
лизации димера и улучшению его каталитических 
свойств. В случае же замены Ser67Ala пропадают 
две водородные связи с остатками tyr337 и Gln334, 
которые находятся в пространственно-сближенной 
α13-спирали, но при этом могут усиливаться гидро-

фобные взаимодействия, что способствует стабили-
зации белковой глобулы, о чем говорят результаты 
экспериментов.

Особенностью мутантов tvDAAO Ser77Ala 
и tvDAAO Ser335Ala является то, что они отличают-
ся от остальных мутантных форм температурными 
зависимостями констант скоростей первой и второй 
стадий инактивации (рис. 7A,Б). У мутанта с заменой 
Ser77Ala константы скорости первой и второй ста-
дий растут с температурой быстрее, чем у фермента 
дикого типа, причем для k2

 зависимость более суще-
ственная (рис. 7Б), что суммарно выражается в более 
низкой стабильности tvDAAO Ser77Ala при темпе-
ратуре выше 540c, тогда как при более низких тем-
пературах этот мутант более стабилен, чем фермент 
дикого типа. У tvDAAO Ser335Ala температурные 
зависимости констант скорости инактивации k

1 
и k

2 

разнонаправленно отличаются от зависимостей 
фермента дикого типа – k

1 
в меньшей степени рас-

тет при увеличении температуры, в то время как k
2 

сильнее зависит от температуры. В результате 
tvDAAO Ser335Ala оказывается более стабильным, 
чем фермент дикого типа на первой стадии инакти-
вации при температуре > 54°c, а на второй стадии 
при температуре < 50°c. Таким образом, ввиду слож-
ной температурной зависимости констант обеих ста-
дий инактивации, стабильность tvDAAO Ser335Ala 
при каждой температуре определяется соотноше-
нием констант каждой стадии инактивации, но тем 
не менее суммарно несущественно отличается от ста-
бильности фермента дикого типа.

зАКЛючЕНИЕ
В ходе данной работы изучено влияние гидрофобиза-
ции α-спиралей в структуре оксидазы D-аминокислот 
из дрожжей T. variabilis путем замены восьми остат-
ков серина на остатки аланина. С точки зрения взаи-
мосвязи структуры и стабильности tvDAAO интере-
сен тот факт, что замены остатков Ser на поверхности 
в положениях 77, 78, 270 и 277 дестабилизируют 
фермент, в то время как замены Ser 67, 105, 335 и 336 
внутри белковой глобулы приводят к снижению ста-
бильности только в одном случае из четырех. Также 
следует отметить, что замены остатков серина, рас-
положенных на концах α-спиралей, также негативно 
влияют на температурную стабильность фермента. 
Эти данные прямо противоположны результатам, 
полученным для формиатдегидрогеназы из бакте-
рий Pseudomonas sp. 101 [22]. Наибольший эффект 
стабилизации этого фермента (1.6 раза) наблюдался 
при замене Ser131, расположенного на поверхности 
белковой глобулы, на остаток Ala. Кроме того, эф-
фект стабилизации обнаружен и при замене Ser184, 
расположенного на самом конце спирали α6 [22]. Та-
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ким образом, можно сделать вывод, что, несмотря 
на универсальность подхода по стабилизации белков 
за счет гидрофобизации α-спиралей, величина и эф-
фект изменения стабильности непосредственно за-
висят от особенностей структуры конкретного белка 
или фермента.

В заключение хочется упомянуть, что в практи-
ке белковой инженерии встречаются случаи, когда 
введение одной аминокислотной замены приводило 
к существенной стабилизации фермента [23, 24]. Од-
нако, как правило, задача повышения температур-
ной стабильности может быть решена путем объе-
динения нескольких успешных точечных мутаций, 

каждая из которых в отдельности имеет умеренный 
эффект стабилизации, в то время как температурная 
стабильность многоточечного мутантного фермента 
становится значительной [12]. Таким образом, метод 
гидрофобизации α-спиралей может рассматривать-
ся не как основной, но как дополнительный подход 
к увеличению стабильности ферментов в силу не-
больших эффектов стабилизации при введении то-
чечных аминокислотных замен.  

Работа поддержана РФФИ  
(грант № 14-04-00859-а).
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