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РЕФЕРАТ Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) играет важную роль в жизни и прокариот, и эу-
кариот – как низших (дрожжи и грибы), так и высших (млекопитающие). В геномах архей гены DAAO 
пока не найдены. При этом даже внутри одной группы организмов (бактерии, дрожжи и грибы, млеко-
питающие) DAAO характеризуются очень низкой гомологией аминокислотных последовательностей. 
Особенно это выражено у бактериальных DAAO. Высокая вариабельность первичных структур DAAO 
сильно ограничивает поиск генов новых ферментов в известных геномах. В результате многие гены 
DAAO (если не большинство) остаются или неаннотированными, или неправильно аннотированны-
ми. Нами предложен подход, в котором биоинформатические методы в сочетании с анализом общей 
структуры и структуры активного центра используются для подтверждения того, что найденный ген 
кодирует именно оксидазу D-аминокислот и предсказания возможного типа ее субстратной специфич-
ности. С помощью поиска по гомологии получают набор кандидатных последовательностей, проводят 
моделирование третичной структуры отобранных ферментов и сравнивают их с экспериментальны-
ми и модельными структурами известных DAAO. Показана эффективность предложенного подхода 
для дискриминации DAAO и глициноксидаз. С использованием этого подхода в шести штаммах экс-
тремофильных бактерий найдены гены новых DAAO, и впервые в мире один ген идентифицирован 
в геноме галофильных архей. Предварительные эксперименты подтвердили предсказанную специфич-
ность DAAO из Natronosporangium hydrolyticum ACPA39 в отношении D-Leu и D-Phe.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА оксидаза D-аминокислот, первичная структура, третичная структура, моделирование, 
AlphaFold 2, глициноксидаза.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DAAO – оксидаза D-аминокислот; GOX – глициноксидаза.
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ВВЕДЕНИЕ 
Любая клетка представляет собой сложнейшую 
мультиферментную систему открытого типа, при-
чем в  зависимости от  сложности и  специфи-
ки состояния функционирования организма один 
и тот же фермент может выполнять разную фи-
зиологическую роль. Ярким примером является 
оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3). В бак-
териях, дрожжах и микроскопических грибах ос-
новная роль этого фермента сводится к утилиза-
ции экзогенных D-аминокислот (в первую очередь 
D-Ala) [1, 2]. У высших эукариот – позвоночных 
и особенно у млекопитающих, основная роль DAAO 

заключается в поддержании определенного уровня 
D-аминокислот, которые являются регуляторами 
важнейших процессов, в первую очередь нервной 
деятельности. Например, снижение уровня D-Ser 
в спинномозговой жидкости за счет повышенной 
активности DAAO ассоциировано с шизофренией [3, 
4]. При болезнях Альцгеймера и Паркинсона в нерв-
ных тканях наблюдается повышение уровня D-Ala 
[4, 5]. Поэтому актуальным представляется поиск 
эффективных и специфичных ингибиторов DAAO 
человека. Оксидаза D-аминокислот также широко 
используется на практике [6–9]. Например, DAAO 
из дрожжей Trigonopsis variabilis используется 
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в двухферментном биокаталитическом процессе 
получения 7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-
АЦК) из цефалоспорина С [10, 11]. Это позволяет 
сократить расход органических растворителей в 400 
раз по сравнению с ранее используемым чисто хи-
мическим процессом. Производство 7-АЦК, исполь-
зуемого в качестве исходного синтона для получе-
ния полусинтетических цефалоспоринов различных 
поколений, достигает нескольких тысяч тонн в год.

Практическое применение фермента требует ис-
пользования биокатализатора с определенными 
свойствами. В природе не существует универсаль-
ного фермента. Его активность и специфичность 
определяются той ролью, которую он выполня-
ет в природе. В большинстве биотехнологических 
процессов субстраты и условия проведения реак-
ции отличаются от природных. Поэтому при раз-
работке нового процесса, метода анализа и в про-
чих случаях для каждого из них проводится 
доводка свойств биокатализатора к требованиям 
процесса. Это, как правило, выполняется с помо-
щью методов белковой инженерии. Совершенно 
очевидно, что в качестве исходного объекта опти-
мальным представляется использование фермента, 
свойства которого наиболее близки к требуемым. 
С этой целью проводят поиск генов в секвенирован-
ных геномах, число которых постоянно возраста-
ет. У оксидаз D-аминокислот из дрожжей и грибов 
клонированы гены и изучены свойства ферментов 
всего из 7 источников – Fusarium solani (FsoDAAO) 
[12] ,  Trigonopsis variabil is (TvaDAAO) [13] , 
Rhodosporidium toruloides (ранее Rhodotorula graci-
lis) (RtoDAAO) [14], Pichia pastoris (PpaDAAO) [15], 
Candida boidinii (CboDAAO) [16], Rasamsonia emer-
sonii штамм YA (RemDAAO) [17] и Ogataea parapoly-
morpha DL-1 [18]. Причем в последнем случае 
идентифицировали, клонировали и экспрессирова-
ли в E. coli гены пяти разных DAAO (OpaDAAO1 – 
OpaDAAO5) и одной D-аспартатоксидазы (DASPO). 
В случае бактерий в настоящее время клонирова-
ны и описаны всего три фермента – из Rubrobacter 
xylanophilus (RxyDAAO), Streptomyces coelicolor 
(ScoDAAO) и Arthrobacter protophormiae (AprDAAO) 
[9]. Ни одна из бактериальных DAAO на практике 
не применяется. В настоящее время данные о при-
сутствии потенциальных генов daao в геноме архей 
в литературе и базах данных отсутствуют. Основной 
причиной такого состояния в исследовании и при-
менении бактериальных DAAO являются трудности 
поиска генов фермента в геномах бактерий. Всего 
идентифицировано немногим более 10 генов DAAO 
и все они найдены в геномах бактерий, принадлежа-
щих к Acinetobacteria [7, 9]. Сложность поиска свя-
зана с тем, что аминокислотные последовательности 

DAAO очень вариабельны. Поэтому традиционный 
широко используемый поиск по гомологии пред-
ставляет собой очень непростую задачу. Кроме того, 
существует близкородственный фермент – глицин-
оксидаза (GOX), которая очень часто появляется 
при поиске DAAO по гомологии с известными фер-
ментами данного типа.

Второй важный момент в поиске новых DAAO – 
отбор кандидатов со свойствами, наиболее близкими 
к требуемым. Обычные DAAO за исключением вы-
сокоспецифичной D-аспартатоксидазы проявляют 
широкую субстратную специфичность. В зависи-
мости от источника спектр субстратной специфич-
ности сильно варьируется и активность с разными 
D-аминокислотами может отличаться на порядок 
и более. Более того, в ряде случаев к субстратной 
специфичности DAAO могут предъявляться осо-
бые требования. Например, при разработке мето-
дов диагностики нейродегенеративных заболеваний 
требуются DAAO, активные с D-Ser, но не с D-Ala 
и наоборот [5]. Поэтому для выбора DAAO с жела-
емой субстратной специфичностью (если ее описа-
ние отсутствует) приходится проводить клониро-
вание, экспрессию и очистку ферментов, изучать 
их каталитические свойства и отбирать лучший. 
Совершенно очевидно, что данная процедура трудо-
емка, продолжительна и затратна.

Нами предложен биоинформационно-структур-
ный подход, который позволяет с высокой досто-
верностью показать принадлежность кандидатных 
ферментов именно к DAAO, дискриминировать их 
от глициноксидаз, а также, используя корреляцию 
между субстратной специфичностью и экспери-
ментальными и модельными структурами извест-
ных DAAO, высказать обоснованное предположение 
о спектре субстратной специфичности. Особый ак-
цент сделан на использовании данных о ферментах 
из термотолерантных дрожжей O. parapolymorpha 
DL-1 (пять OpaDAAO и OpaDASPO), поскольку пять 
из шести ферментов демонстрируют необычные за-
висимости стабильности и активности от рН среды, 
а также имеют очень интересный и перспективный 
спектр субстратной специфичности. Этот подход 
успешно апробирован на ряде последовательностей 
из экстремофильных бактерий. Впервые в мире по-
казано наличие гена daao в геноме галофильной ар-
хеи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Биоинформатический поиск генов 
потенциальных DAAO
Поиск новых DAAO по гомологии проводили с по-
мощью программы BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.
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gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) против базы данных 
транслированных белковых последовательностей 
из геномов экстремофильных бактерий. В качестве 
основной базы использовали базу UniProt NCBI. 
Также проводили поиск в геномах бактерий и архей, 
последовательности которых были секвенирова-
ны в ходе выполнения работ в рамках Соглашения 
№ 075-15-2021-1396 от 26.10.2021 (Федеральная на-
учно-техническая программа развития генетических 
технологий на 2019–2027 годы). Для дальнейшей 
работы отбирали последовательности, показавшие 
наиболее высокую гомологию.

Множественное выравнивание отобранных после-
довательностей и ряда известных последователь-
ностей бактерий и дрожжей проводили с помощью 
программы Clustal X 1.83.

Построение и анализ модельных структур DAAO
Для построения модельных структур фермен-
тов использовали открытый онлайн-сервер 
для AlphaFold2 [19, 20]. Для множественного вырав-
нивания использовали MMseqs2, для каждой моде-
ли было выполнено по три цикла уточнения пред-
сказания. Генерировали по пять моделей, лучшую 
выбирали по pLDDT [19]. Все полученные структу-
ры имели pLDDT более 90. Молекулу FAD встра-
ивали, проводя оптимизацию положения в глобуле 
и геометрии связей в программе Coot [21].

Докинг субстратов проводили при  помо-
щи программы AutoDock [22] с  ускорением 
на GPU [23]. Для проведения докинга использо-
вали следующие параметры: ga_pop_size = 150, 
ga_num_evals = 25000000, ga_run = 20, ga_muta-
tion_rate 0.02÷0.08, Solis-Wets-метод. Результаты 
докинга отбирали, ориентируясь на положения 
карбоксильной группы, аминогруппы и Cα-атома 
D-аминокислоты, подходящих для катализа ре-
акции. Соответствующие положения выбирали 
на основании кристаллических структур RtoDAAO 
в комплексе с D-аланином/иминопируватом (PDBID 
1C0P) и pkDAAO (из почек свиньи) в комплексе 
с иминотриптофаном (PDBID 1DDO). Положение 
боковых радикалов D-аминокислот выбирали ис-
ходя из потенциально возможных взаимодействий 
субстрата с DAAO.

Расчет RMSD между структурами проводили 
по Cα-атомам, используя команду “align” пакета 
программ PyMol (The PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.1.0, Schrödinger, LLC). Для рас-
чета RMSD использовали пять циклов отклонений 
структурных выбросов (параметр “cycles”).

Визуализацию структур проводили также с по-
мощью программы PyMol (The PyMOL Molecular 
Graphics System, Version 2.1.0, Schrödinger, LLC).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Поиск новых DAAO из экстремофильных 
бактерий и архей по гомологии
Поиск новых потенциальных DAAO проводили 
по базе UniProt NCBI для геномов бактерий и со-
вместной базе секвенированных геномов экс-
тремофильных микроорганизмов МГУ имени 
М.В. Ломоносова и ФИЦ «Фундаментальные ос-
новы биотехнологии» РАН. В качестве референс-
ных использовали аминокислотные последователь-
ности ферментов из дрожжей R. toruloides (более 
известных как R. gracilis), T. variabilis, C. boidi-
nii, O. parapolymorpha DL-1 (пять DAAO и одна 
DASPO) и бактерий A. protophormiae, R. xylanophilus 
и S. coelicolor. Подробная информация об источниках 
последовательностей DAAO, рассмотренных в данной 
работе, представлена в табл. 1. В случае бактерий 
использовали последовательности только тех фер-
ментов, для которых была точно показана оксидаз-
ная активность. В первую очередь новые ферменты 
сравнивали с наиболее хорошо изученными DAOO 
из R. toruloides и T. variabilis. Особое внимание было 
уделено пяти DAAO и одной DASPO из дрожжей O. 
parapolymorpha DL-1, поскольку это единственный 
на настоящий момент организм, у которого получено 
и изучено такое количество паралогичных фермен-
тов. Гены daao и daspo из дрожжей O. parapolymor-
pha DL-1 клонировали и экспрессировали в клетках 
E. coli в активной форме. Четыре DAAO и DASPO 
получены в высокоочищенном виде, определены 
их каталитические параметры с D-аминокислотами 
и изучены зависимости активности и стабильности 
при различных значениях рН, а также изучена тер-
мостабильность при значениях рН, оптимальных 
для стабильности. Аминокислотные последовательно-
сти DAAO позвоночных не использовали, поскольку 
они изначально имели низкую гомологию с фермен-
тами микроорганизмов [1, 2, 9].

В результате поиска гомологов DAAO в бактери-
альных геномах, депонированных в UniProt NCBI, 
найдено большое количество кандидатных после-
довательностей, но уровень гомологии не превышал 
30%. Экспертная оценка результатов поиска пока-
зала, что абсолютное большинство последователь-
ностей с уровнем гомологии менее 23% не могут 
быть отнесены к DAAO. Поэтому для дальнейшей 
работы были отобраны только последовательности 
из термофильных бактерий с гомологией 24–30%. 
Экспертная оценка этих белков по консерватив-
ным остаткам (см. следующий раздел) позволила 
сузить набор до последовательностей, характерных 
для DAAO и GOX. Аналогичный набор процедур ис-
пользовали при поиске генов потенциальных DAAO 
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в геномах экстремофилов и архей в базе МГУ име-
ни М.В. Ломоносова и ФИЦ Биотехнологии РАН.

Сравнение аминокислотных последовательностей 
новых DAAO с известными ферментами 
из бактерий, дрожжей и грибов
На рис. 1 представлена часть результатов мно-
жественного выравнивания найденных после-
довательностей (названия новых ферментов 
выделены полужирным курсивом) и последова-
тельностей референcных DAAO. Чтобы не загро-
мождать и так большой рисунок, на нем не приве-
дены все результаты поиска в базе UniProt NCBI. 
Мы оставили только найденные последовательности 
пяти DAAO из экстремофильных микроорганизмов 
и не привели данные для глициноксидаз. Однако 
проведено также множественное выравнивание по-
следовательностей глициноксидаз и построены мо-
дельные структуры, по результатам анализа кото-
рых они и были отнесены к GOX. Из базы геномов 
МГУ и ФИЦ Биотехнологии РАН после эксперт-
ной оценки были отобраны четыре последователь-
ности – по одной из бактерий Natronosporangium 
hydrolyticum ACPA39 [24] и Natroglycomyces albus 
ACPA22 [25] (этот фермент в результате оказался 
глициноксидазой), и две из археи Natrarchaeobius 
halalkaliphilus AArcht4 [26]. Кроме того, в выравни-
вании представлены последовательности из двух 
патогенов – Mycobacterium tuberculosis (MycDAAO) 
и Pseudomonas aeruginosa (PaeGOX), также найден-
ные нами в результате поиска по гомологии. Белок 
P. aeruginosa в базе NCBI аннотирован как DAAO.

Множественное выравнивание отобранных после-
довательностей проводили с помощью программы 
Clustal X 1.83 (рис. 1). Использование этой програм-
мы обусловлено тем, что она сама выстраивает ие-
рархию в гомологии заданных последовательностей. 
Результаты такого выравнивания дали достаточно 
ожидаемые результаты. Как следует из рис. 1, в за-
висимости от источника ферменты четко разделены 
на две группы – вверху находятся бактериальные 
DAAO, за ними следуют ферменты дрожжей и гри-
бов, сразу за ними – DAAO из архей, а затем глици-
ноксидазы. Вторым интересным моментом является 
то, что наиболее высокую гомологию с бактериаль-
ными DAAO имеет широко применяемая и хорошо 
изученная TvaDAAO, в то время как вторая, даже 
более полно изученная RtoDAAO, находится в са-
мом конце списка перед археями.

Как уже отмечалось, при поиске генов целевых 
ферментов в новых источниках используют подход, 
основанный на гомологии белков, выполняющих оди-
наковую функцию (например, катализируют одну 
и ту же реакцию). В ряде случаев такие фермен-

ты обладают очень высокой гомологией в области 
субстратсвязывающих и каталитического доменов, 
и тогда решение такой задачи не представляет осо-
бого труда. В качестве примера можно привести 
NAD(P)+-зависимую формиатдегидрогеназу (ФДГ), 
состоящую из двух идентичных субъединиц и не со-
держащую в активном центре кофакторов. Степень 
гомологии между ФДГ даже из эволюционно удален-
ных источников (например, бактерии и высшие рас-
тения) составляет не менее 55%, а при множествен-
ном выравнивании наблюдается большое количество 
достаточно протяженных (до 10–15 аминокислот-
ных остатков) консервативных последовательностей 
во всех участках активного центра [27–29]. В DAAO 
уровень гомологии не превышает 30%, что намного 
ниже. В этом случае информация о консервативных 
и каталитически важных аминокислотных остатках 
могла бы помочь аннотации гена. Однако в случае 
DAAO этот подход малоэффективен. Характерной 
особенностью механизма действия FAD-содержащих 
ферментов является перенос гидрид-иона с субстра-
та на изоаллоксазиновое кольцо кофактора без зна-
чимого участия аминокислотных остатков фермента, 
основная роль которых сводится к формированию 
необходимой для катализа конформации активно-
го центра и участию ряда остатков в связывании 
FAD и D-аминокислот. В случае кофактора обяза-
тельно наличие на N-конце фермента характери-
стической (fingerprint) последовательности GxGxxG 
[30]. Для связывания карбоксильной группы ами-
нокислоты считалось обязательным наличие в ак-
тивном центре остатков аргинина и тирозина (R285 
и Y223 в RtoDAAO и R302 и Y243 в TvaDAAO). 
Аналогичные остатки присутствуют и в ферментах 
млекопитающих [1, 2]. Однако расширение выборки 
сравниваемых последовательностей свидетельствует, 
что консервативными остаются только характеристи-
ческая последовательность в FAD-связывающем до-
мене и остаток аргинина, участвующий в связывании 
субстрата за счет взаимодействия с карбоксильной 
группой. Отметим, что подвижность этого остатка 
Arg сильно ограничивает соседний консервативный 
остаток пролина (пара ArgPro, рис. 1, четвертый ряд 
выравнивания). Остаток тирозина (рис. 1, третий ряд 
выравнивания, середина) консервативным не явля-
ется – в двух из шести оксидаз OpaDAAO, а так-
же в двух бактериальных ферментах – MycDAAO 
и GthDAAO, в этом положении находятся отлича-
ющиеся по своим свойствам остатки Met, Phe, Ala 
и Cys. Кроме того, указанная пара признаков не мо-
жет использоваться для аннотации фермента в ка-
честве DAAO, поскольку эта же пара (характеристи-
ческая последовательность и пара консервативных 
остатков ArgPro) присутствует во всех глицинок-
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CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment 
 
NhyDAAO    ----------------MAEVDVLVVGAGVSGLTTAVCLAETG----RRVTVRTATEPAR-------TTSAVAGALWMPYLVRPVD-KVTAWGAATLTELRTLADQP---TTGVRRTNGVVL 
GthDAAO    -------------------MDVLVLGGGVIGLTVAVALAEAG----HAVLVRAAEPPHA-------TTSAAAGALWGPWLAQPRA-RVLRWAERSLSALTELAAHP---DTGVHLASGKGV 
MycDAAO    --------------MAIGEQQVIVIGAGVSGLTSAICLAEAG----WPVRVWAAALPQQ-------TTSAVAGAVWGPRPKEPVA-KVRGWIEQSLHVFRDLAKDP---ATGVRMTPALSV 
SavDAAO    -------------METGRSGEVIVVGGGVIGLTTAIVLAESG----RRVRVWTREPVER-------TTSAVAGALWWPYRIEPAA-SARAWALTSFDVYEELATRPG--RTGVRMVEG-VQ 
ScoDAAO    ---------METELDDERDGEVVVVGGGVIGLTTAVVLAERG----RRVRLWTREPAER-------TTSVVAGGLWWPYRIEPVA-LAQAWALRSLDVYEELAARPG--QTGVRMLEG-VL 
CthDAAO    ---------------MVTSRSALVIGCGISGLACARRLQAAG----YHVTIITREQPKS-------TTSNVAAALWYPYRCAPRE-KALPWSKATFEELLRQHRDG---VPGVTPTTFIEL 
RhoDAAO    ---------------------MIVLGSGVIGLTAAIRLQEAG----FAPRLLTRDRPEA-------TTSAVAAAVWYPYRAYPAH-RVLPWSRRTLEVCYDLAADP---TSGVSLIPFVDL 
RtaDAAO    -------------------MDALVIGCGVIGLSTAICLQEAG----LEVEVWAAEMPRE-------STSGVAAAVWYPYKAYPQN-RVLKWGGQTYAAFEKLAGDG---QTGVRMGEGVEL 
RxyDAAO    ---------------MRDCGRAVVVGCGVIGLSAALVLRERG----FGVRVVAREPPER-------TTSAVAAAVWYPYRAYPED-RVLRWGARTYEVFRGLAADP---RSGVRLREGVEL 
RraDAAO    MRKEETASVRRASGGSAAPFDVAVVGGGVAGLSTAVRLLEIG----RSVCVLSADPPQK-------TTSNLAAAVWYPTEFGRQD-GVLAWARRAYDVFRELSGTE---GSGVVMRETLML 
AprDAAO    --------------MPTAPLRITVIGSGVIGLSAAHELAAAG----HQVTVAYDQELAE-------CVSSVAAAIWFPYHSENSP-AADKLLADSLARFEQLSEHP---ETGIDLRRGLNV 
TvaDAAO    ------------------MAKIVVIGAGVAGLTTALQLLRK----GHEVTIVSEFTPGD---LSIGYTSPWAGANWLTFYDGG---KLADYDAVSYPILRELARSSPEAGIRLINQRSHVL 
OpaDAAO2   ------------------MAKIIVIGCGVVGMTTALELAQR----GHNVQIVARHLPGD---VDVEYTSPFAGANWSSFAQDGDY-EMKEWDKLGYYRFMDLAENVP---------GSSVV 
NcrDAAO    -----------------MS-TIVVVGAGVSGLTCALQLAKQG--GNTITVVAKHMPGD---YDPEYTSPFAGANVLPMAP------EYNRWEGETWPLKRLAETCPEAGIHFQ--KAVLYE 
FsoDAAO    -----------------MSNTIVVVGAGVIGLTSALLLSKNK---GNKITVVAKHMPGD---YDVEYASPFAGANHSPMATE----ESSEWERRTWYEFKRLVEEVPEAGVHFQ--KSRIQ 
RemDAAO    ----------------MATNNIVVLGAGVSGLTTAWLLSKDP---SNKITVAAKHMPGD---YDIEYCSPWAGANYLPVGAENS--RVGQWERATWPHLRDIAQNHPEAGIHFQ--DTVVY 
CboDAAO    -----------------MGDQIVVLGSGIIGLYTTYCLIYEAGCAPAKITIVAEFLPGD---QSTLYTSPWAGGNFSCISPADD--TTLAYDKFTYLNLFKIHKKLGGPECGLDNKPSTEY 
OpaDAAO4   -----------------MSDTYVVVGAGIVGLYTAYSLVYEAGVSPKHITIAAAHIPGD---QSINYTSPWAGGNFSCISPGDK--KSLSYDRYTYTHLAEIQKKLGGPSCGLDMRPATDY 
OpaDAAO1   -------------------MTFAIVGCGIVGLYTALNLV-ESGVKGSEITIVAEYLPGD---QSINYTSPWAGGNFSCISPDDA--QTLNFDKTTYTHLAAIQKLLG-PGCGLDRRPSTEF 
PpaDAAO1   ----------------MTDSKYVIIGAGISGLYTAWSLI-DKGTGPSDIKVVAEFLPGD---QSTLYTSPWAGGNFSLITSTDE--RSMKFDKFTYTNLHRIQELLGGPECGLDMLPSTEM 
SpoDAAO    ------------MTKENKPRDIVIVGAGVIGLTTAWILS-DLGLAP-RIKVIAKYTPED---RSVEYTSPWAGANFCSISATDD--NALRWDKITYHRFAYLAKTR--PEAGIRFADLREL 
OpaDAAO3   -------------------MKIVVVGAGVIGLTTALILKRKLN---CDVVVVSKEIPGD---ADPIYTSTKAGAQWSSSPGNKR--AEFSYRIFDELSKVPEAWVTKIP----------LY 
OpaDAAO5   -----------------MKERIVVIGAGVIGLTTALELSRRG----YLVSIVAKELPGD---EARFYTSPYAGAFFYHLDSLAS--KGWLAQLQDIASYYEFLRVAQEPGSGVAERVAEVY 
OpaDASPO   -----------------MTKSIVVVGAGVVGLTCAYQLAEEG----YDVTIVAKHLPSTSI-ADSQYTSPWAGAHFRPFPAKTPE-EYRDSKLTRSTFQVFKKLATTFPESSIRFMPGTDF 
RtoDAAO    ---------------MHSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKG----YSVHILARDLPED-V-SSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTG----HAMWLKGTRRF 
NhaDAAO    -----------------MQPDITVLGAGVNGTSTALALTLLG----YNTQIVADQFAYEEQHRDPRFSSAYGAGAILPYSVGMDS--LDETFEESQTVFRLLEELS---VLGVRKNDHYWI 
NhaGOX     ---------------MAERFDAVVVGGGIVGSSVGYHLARAG----VETAVIDRADAGR-------ATDAGAGIVSPPTSSLTGGDEQFEFATNAAAYYPELVDRLRGDGVEETSYERVGI 
PaeGOX     -----------------------MVGAGVIGLLTARELALAG----LRVTLVERGESGR----EASWAGGGIVSPLYPWRYSPAVTALAHWSQDFYPALGQRLLDETGLDPEVHTVGLYWL 
NalGOX     ------------------MRRIHVIGAGAIGLGIAWRAAQRG----ADVTVFDPDPGSG----ASTTAAGMLAAVTESHFGEETLADLATDSVTRWPSFAAELENASGLNVGYRDIPTLLV 
                                  ::* *  *                   :                                                                       
 
NhyDAAO    APTAIA---------------PPAWTETV-AAVPCPPADLPHG--------YEVGWRFGSVLVEMPIYLGYLADRLRAA-GGRIEP-----------GLVTDLADALTV---------APL 
GthDAAO    SAVKHE---------------PPEWFRLLPDARPCTADDLPAG--------HLHGIRYTAPLVNMPVHLAYLVDRLRSA-GGAVEI-----------GAVTTLDQAAES---------API 
MycDAAO    GDRIETGA-------------MPPGLELIPDVRPADPADVPGG--------FRAGFHATLPMIDMPQYLDCLTQRLAAT-GCEIET-----------RPLRSLAEAAEA---------API 
SavDAAO    GGATLEET-------------EAWALGRALGLRAATAEECPG-----------GGLWARLPLIDMPAHLRWLRERFTAA-GGTVET-----------RTVTDLAEAK-----------APV 
ScoDAAO    GETGLDEV-------------DGWAAARLPGLRAASAAEYAG-----------TGLWARLPLIDMSTHLPWLRERLLAA-GGTVED-----------RAVTDLAEAD-----------APV 
CthDAAO    FDHDRP---------------TPWWAEATGGVTRLTGNDLP--------PGYAVGFAATVPVVETPLYLPYLVEQFSAA-GGTLQL-----------GELTSLDEACAA---------YPL 
RhoDAAO    FDRPTP---------------PPAWRTAVRAFRRARPDERP--------AGYVDGFVAEVPLIETPVHLPYLVARFEAG-GGTIEVVP---------GGVTDLAALAAS---------AGL 
RtaDAAO    WRREVP---------------DPWWKDAVSRFRRCEEHELP--------PGYRDGYVFTVPVIEMPRYLQYLLERFAGA-GGRLTR-----------RVVRSLEEAAEA---------SPL 
RxyDAAO    LRRTSTG--------------EPWWRGAVSGFRRCRREELP--------PGCRGGYRFVAPVAEMPAYLAYLLGRFREA-GGELEL-----------REVSSLEEVAGG---------ADV 
RraDAAO    LRTPDEG--------------SPWWAEAIGGVERVGAGDLRSEWG----SGYAGGYRFEVPLVEMPVYLPWLLKRFIRS-GGVFEE-----------RRIESLREAGAR---------AGM 
AprDAAO    DHLPGA---------------DRSWTRIVAGTEEASPADLPDG--------AHAGVWATVPIITMSTYLGWLRGRVEEL-GADFAK-----------GTVTDLAQLKGG---------ADL 
TvaDAAO    KRDLPKLEGA----MSAICQRNPWFKNTVDSFEIIEDRSRIVHDD------VAYLVEFASVCIHTGVYLNWLMSQCLSL-GATVVK-----------RRVNHIKDANLLHSSG---SRPDV 
OpaDAAO2   RRTERILN----------SKRLPWFKDFVQDFRLLSKEELPDG--------VEYGHEYTTVAITVPIYLHYLLQKLLSL-GVKLHR-----------AHLHHIKDAASYFTDG----KVDV 
NcrDAAO    RRAQDEAAGFAGPLSDGLFVRNPWYKDLVPDYVDLPASEVPEG--------MSSASSFTSVCINTAIYLPWLVGQCRAR-GVVFKR-----------AVLKHISDAAKLSHTG---RKPDI 
FsoDAAO    RRNVDTEKAQRSGFPDALFSKEPWFKNMFEDFREQHPSEVIPG--------YDSGCEFTSVCINTAIYLPWLLGQCIKN-GVIVKR-----------AILNDISEAKKLSHAG---KTPNI 
RemDAAO    NRTKDQGSTTGQWFS-ELVKPNPWYGKVLPNFRELSKDELPPG--------IDNANRFTSVCINTAVYLPWLVGQCRKN-GVVFKR-----------AVFKHVAEAANAHHSG---QKADL 
CboDAAO    WDFYPGDE------------KVNSLKQYLKDFKVIPKSELPEG--------VEYGISYTTWNFNCPVFLQNMANFLNKR-NVTIIR-----------KHLTHISQAYLT-------VNTKV 
OpaDAAO4   FHKYPPAK------------KMESLKEYVKDFRILDKSALPKG--------IVFGISYTTWNFNCPLFLQNLASFLEKL-GVTIIK-----------KKLEHLSQAFLS-------PNTKI 
OpaDAAO1   WDYLPDQR------------KIDSLSSYLQDFAIIPSSQLPQG--------VAFGIKYISWNFNCPKFLEVLKEYLAST-GIVFVR-----------RKIQNVDEMFEF-------ART-- 
PpaDAAO1   FEQELDHA------------KLDSISQYLKEYRPMTKEEMPEG--------VVSGVKFLTWNFNCPLFLANFQKHLAAI-GVTFER-----------SKIDHISSVFS--------PSVDA 
SpoDAAO    WEYEPKHD------------KIRSWNTYVRDFKVIPEKDLPGE--------CIYGHKATTFLINAPHYLNYMYKLLIEA-GVEFEK-----------KELSHIKETVEET------PEASV 
OpaDAAO3   KGEIDPKRP--------ATEPDLKSFVDNYEWIGEDQQKFPG---------VSHIYKFDTFTISPPQYLAYLANELLKL-GVAIQR-----------GVVRNFED-----------VAADY 
OpaDAAO5   VPRISMMETG---------YDGPWFKDVVRNYEVIDPREYPAGAA---GDDIVFAFRYTGFTINPVQYLHYLLYRCAQS-GINYVR-----------RTVGSLEEAKTLFLDGDDFVEADL 
OpaDASPO   IERDDPLYEN----------VSAGYAEGIENFKVLPKSALPNG--------IKFGATYNAWCMNSPMYIQFLERRLEMYYKVKIVQ-----------ESLGSLQQVAELFP-------GAT 
RtoDAAO    AQNEDGLLG-------------HWYKDITPNYRPLPSSECPPG---------AIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKL-GATFER-----------RTVTSLEQAFDG---------ADL 
NhaDAAO    DEEGRG---------------PSNAPKYLDGFRKVESPNALPRRTG---SEHVTDFTAEMLFADMPTYMEGLYRLYQAAGGSIRKR------------TVTRTDLTEMP----------GL 
NhaGOX     VGVAVDDDEIEP----YDERLERVSARNFDRLDEIEPDEARERFPAL-AEPKRAFHYADAARIDGRVFTDSLLTAARTHGLTTYDGDVDRI--RIDRGRVTGVETAGGKR------IDAET 
PaeGOX     DLDDQTEA-------------LQWARNHTRPLKEVPIEEAYAAVPGLGAGFQRAVYMSGVANVRNPRLARSLRASLQQFANLELHEQTEVRGWLRDGDRVVGVATSRGE-------IRGDK 
NalGOX     GIEEGDRDNVTR--------YAGLYRKLGFEVENLTGRTARKAEPLLS-QRARGGVRVRADHEVDPRAVHAALLTAAHRAGVHIVR--------------DKVTDPTAG--------DADV 
                                                                                                                                     
 
NhyDAAO    VVNCAGIGARELVPDP----GLRPVRGQVVVVE---NPG-IDEFVSEHPGASP--WLKYVLPHR---DTVVLGGTAEPDRSDPT-----------PDPSITARILADSVELVPALAG--- 
GthDAAO    VVNCTGLGARVLVGDR----QLYPVRGQQVVVT---NPG-IDEFLEVDTGDST--DLIAIYPHG---DHAILGGTAQPYSWQRE-----------ADKATTKSILLRCIVLQPKLKA--- 
MycDAAO    VINCAGLGARELAGDA----TVWPRRGQHVVLT---NPG-LEQLFIERTGGS---EWICYFAHP---QRVVCGGISIPGRWDPT-----------PEPEITERILQRCRRIQPRLAE--- 
SavDAAO    VVNCTGLGARDLVPDT----SVRPVRGQLVVVE---NPG-IRTWLVSTGAD-G--EMAYFFPQP---GRLLLGGTAVEDEWSLV-----------PDPAVAEAIVRRCAAWRPEIAG--- 
ScoDAAO    VVNCTGLGARELVPDP----AVRPVRGQLVVVE---NPG-IHNWLVAADADSG--ETTYFLPQP---GRLLLGGTAEEDAWSTE-----------PDPEVAAAIVRRCAALRPEIAG--- 
CthDAAO    VINCSGLGARTLANDP----EVFPIRGQVVRVS---NPG-VRRALTDDDGPR---RISYTIPRQ---TDVILGGTALPHVWDTT-----------PDAATTERILRHCRELEPALAS--- 
RhoDAAO    VVNCTGLGARRLVPDP----SLYPIRGQVVRVT---NPG-LTHALADDTGPL---AISYVIPRR---GDVILGGTAQDGVWDRT-----------PDPETTREILRKARLLEPRLAD--- 
RtaDAAO    VFNCTGLGARELVGDR----LLSPIRGQIVRVR---NPG-LERFVLDEEHPE---EPTYIVPRT---EDCVLGGTAQERRWDIE-----------PDPETAAAILRRCVSLEPRLAD--- 
RxyDAAO    AVNCSGAGARKLVGDP----AVFPIRGQVLRVA---NPG-LERFMLDEENPE---GLTYIVPRT---EDCVLGGTAEEGSWSTR-----------PDPVTAYSILHRCTALEPRLQG--- 
RraDAAO    VVNCSGIGARELCGDR----EVRPARGQVVRVE---NPG-LSVSVRDEENPG---GRTYIHPRT---EDCILGGTFESGNWDTT-----------PDPETARRILARCSELVPELAG--- 
AprDAAO    VVLAAGLRGGELLGDDD---TVYPIRGQVVRLA---NTKNLTQWLCDDNYPD---GVSYIIPRR---EDIIVGGTDTANDWNRE-----------VEPQTSIDILERAAKLVPELEG--- 
TvaDAAO    IVNCSGLFARFLGGVED--KKMYPIRGQVVLVR---NSLPFMASFSSTPEKENEDEALYIMTRF-DGT-SIIGGCFQPNNWSSE-----------PDPSLTHRILSRALDRFPELTK--- 
OpaDAAO2   TVNCSGLLSSKLGGVMD--QDVFPIKGQVIHAR---NSCPYMLSVKNIPG-ASKDELLYIFPRK-EGG-TIIGGCFRVNDWTPD-----------VDEGLFERTVARARQYCPELFE--- 
NcrDAAO    IINATGLLSCRLGGVMD--KKVMPARGQVVLVR---NEATPNMVCTSGTDDGNGDELCYIMQRA-AGGGTILGGTYMKGNWDGV-----------PDPNIATRIMKRAVEACPALTG--- 
FsoDAAO    IVNATGLGSYKLGGVED--KTMAPARGQIVVVR---NESSP-MLLTSGVEDG-GADVMYLMQRA-AGGGTILGGTYDVGNWESQ-----------PDPNIANRIMQRIVEVRPEIAN--- 
RemDAAO    VVNCTGLSSRKLGGVQD--NTLLPARGQIVVVR---NDPGL-MCSISGTDDG-DDEVTYMMTRA-AGGGTILGGTYQKHNWDSL-----------PDPNLAVRIMKRCIELCPSLVAP-- 
CboDAAO    VFNCTGIGAADLGGVKD--EKVYPTRGQVVVVR---APHIQENKMRWGKDYA-----TYIIPRPYSNGELVLGGFLQKDNWTGN-----------TFGFETDDIVSRTTSLLPKIL---- 
OpaDAAO4   VFNCTGIGAITLGGVKD--TNVYPTRGQVVVIK---APHIQFNMCLWTNESA-----TYIIPRPNSNGELVMGGFLQKGISTGD-----------TFKHETEDIIKRATEMAPQIL---- 
OpaDAAO1   IFNCTGIGARALGGAED--KNIYPARGQVVVIK---APHINENRMRWGTEDV-----TYIIPRPDSQSQVVLGGYLQANNWCAD-----------TWKTETDDIIRRTSQLFPEIG---- 
PpaDAAO1   VFNCTGIGAASLGGVKD--ENVFPTRGQVVVVR---APHIRENRFRWRPDSD-----TYVIPRPFSDGSIVMGGFFQEGNWSGN-----------TYGYETEDILKRGLELYPEIGK--- 
SpoDAAO    VFNCTGLWASKLGGVED--PDVYPTRGHVVLVK---APHVTETRILNGKNSD-----TYIIPRPLNGG-VICGGFMQPGNWDRE-----------IHPEDTLDILKRTSALMPELFH--- 
OpaDAAO3   VINCTGIQYNNIDGCHD--AALRPIRGHTLLIE---NTLPYQVMFKENNPVE-EGEFLMLFPRK-EGCAVLGGIYDAHSPAFDTS---------VHADYVERLQAKATKHLPELQG---- 
OpaDAAO5   VVNCAGIHGFDLNTKDK--ENRLPVKGQTLLVE---NVARKLIIVEAMDAAH-ATESLYVVPRAGYGTLLTGTYLYHDDSVD-------------VDAGLTQRIKERALRYAPELVDSDF 
OpaDASPO   IVNCSGRGLTYYGG-YD--PATYPIRGQTLLVK---SPKDCPYNSETVTYQLEDGSFCFVIPRPLDGG-VIVGGTKQVGDLYPQ-----------VRDADTQKLIENGKKWFPELLID-- 
RtoDAAO    VVNATGLGAKSIAGIDD--QAAEPIRGQTVLVK---SPCKRCTMDSSDPASP-----AYIIPRP--GGEVICGGTYGVGDWDLS-----------VNPETVQRILKHCLRLDPTISSD-- 
NhaDAAO    LINCTGLRSPELFEDS---APYHAARGHLVTAQRAPIPKLDGTMISYSYSVAGDRKGVYCFPRM---DGIVMGGTHQSVPYRPDEKPCFPPLNEPTTKIGGTEVPKRIVELNAELLAQL- 
NhaGOX     VVLAGGVWSSAFEGQLGVELPLEPRRGQIARLN---VPDTDTSSWPIVTGFR----HHYLVPLP--DGTLVCGATLEADAGFDPR----------PTASGVEEVLAEAQRLVPDLAD--- 
PaeGOX     VLLAAGAWSGELLKPLGLELPVVPVKGQMILYK---CAADFLPRMVLAKG-------RYAIPRR--DGHILIGSTLEHSGFDKT-----------PTDEALESLRASAAELLPELAD--- 
NalGOX     VILAAGCGSAAFDLPVR------PVRGVVLRLRADQHQLQPDNIVRAFVRGN----PVYIVPRAN--GEIVIGATSE-ERGFDATTG---------TAGATWDLLRNAIDVVPEIAEY-- 
            . . *                 .  *                               :           :  .                                      . :      
 
NhyDAAO    ------APVLAERVGLRPARPE----VRLAVED----------------------RPAG-RIIHNYGHGGGGVTLSWGCAREAAELASGT------------------------------ 
GthDAAO    ------AEIIGERVGLRPTRPT----VRLEEQR----------------------GPGNTRIIHNYGHGGAGISLSWGCAEEVLTLIDSGAQ---------------------------- 
MycDAAO    ------AAVIETITGLRPDRPS----VRVEAEP-----------------------IGRALCIHNYGHGGDGVTLSWGCAREVVNLVGGG------------------------------ 
SavDAAO    ------ARVLEHRTGLRPARGT----VRLEREP----------------------LSDGRVLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAAGLAASW------------------------------ 
ScoDAAO    ------ARVLAHLVGLRPARDA----VRLERGT----------------------LPDGRRLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAARLAS-------------------------------- 
CthDAAO    ------AQVLEVRVGLRPGRTA----VRLEREH----------------------R-GVGVVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVLHLARAT------------------------------ 
RhoDAAO    ------AAVLEARVGLRPGRPT----VRLEAER----------------------LPGGGTVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVVALVRAHHARPA------------------------- 
RtaDAAO    ------AEVLEHRVGLRPGRPE----VRLEREE----------------------LGSGALCVHNYGHGGAGVTLSWGCAREACALVLERIG---------------------------- 
RxyDAAO    ------APVLEHRAGLRPGRPE----VRLERTT----------------------LPDGTPCIHNYGHGGSGVTLSWGCAEEAAELAAAALDRNP------------------------- 
RraDAAO    ------ARVLEHHVGLRPVRRGG---VRLERD------------------------PERPATVHNYGHGGAGVTLSWGCAERAVELVESAERELRL------------------------ 
AprDAAO    ------LEVLEHKVGLRPARET----IRLEHVA----------------------G-HPLPVIAAYGHGGAGVTLSWGTAQRVAELAAQLAGEPAS------------------------ 
TvaDAAO    ---DGPLDIVRECVGHRPGREGG---PRVELE----------------------KIPGVGFVVHNYGAAGAGYQSSYGMADEAVSYVERALTRPNL------------------------ 
OpaDAAO2   ---HGDLDVVKVHCGLRPGRKGG---PRIEKE----------------------VIPGVGRVVHNYGAAGAGYQNSHGMAMKTVMLVESFLREHKL------------------------ 
NcrDAAO    GKGIEALDVIRHAVGLRPYREGG---VRIDKE----------------------NIN-GTWVVHNYGHGGWGYQGSWGCAFRVQELVDEIKSELKLG---SKL----------------- 
FsoDAAO    GKGVKGLSVIRHAVGMRPWRKDG---VRIEEE----------------------KLDDETWIVHNYGHSGWGYQGSYGCAENVVQLVDKVGKAAK-----SKL----------------- 
RemDAAO    GQGIEGLDIIRHGVGLRPVREDG---PRIEKE----------------------LID-GVWVVHNYGHGGYGYQTSFGCATTAVEVVREALQQQKQRRDKARL----------------- 
CboDAAO    ---DEPLHIIRVAAGLRPSRHGG---PRIEAE----------------------VCEEGKLTIHNYGASGYGYQAGYGMSYEAVKLLVDNQK-VKAKL---------------------- 
OpaDAAO4   ---DKPLDVVRVAAGLRPSRHGG---PRIEVE----------------------EVEDEKLVIHNYGASGYGYQGGWGMAHDAVRLLIKAQRGSMAAL---------------------- 
OpaDAAO1   ---NEP-EILRVACGLRPSRKGG---VRVERE----------------------PRAKG-LLIHVSGLSGYGYQAGYGAARRAVRLAQSYKL---------------------------- 
PpaDAAO1   ---RNELKIIREAAGLRPSRKGG---VRIEVEHFDQ------------------VNGKDRYIVHNYGASGYGYQSGLGMANEATDMYFEAAK---------------------------- 
SpoDAAO    GKGPEGAEIIQECVGFRPSRKGG---ARVELD---V------------------VPGTSVPLVHDYGASGTGYQAGYGMALDSVMLALPKIKLA-------------------------- 
OpaDAAO3   ----EIRVLKHN-IGFRPHRDGG---VRIEFD------------------------PENPKLIHNYGCSNLGFTESWACAQEVFDLIK-------------------------------- 
OpaDAAO5   MKNPGQLVEVRQFVGIRPGREGG---VNVSRD------------------------GWR---IHNYGSAHSGYQNSYGLANRVARLVQERALKSRL------------------------ 
OpaDASPO   ----GEFQIKRINVGFRPARHGG---VRIERE-----------------------VVDGTEVVHCYGFGGSGYEMSWGAGQKVVELVKSAKSKL-------------------------- 
RtoDAAO    -GTIEGIEVLRHNVGLRPARRGG---PRVEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGFSSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAARESKL----------------- 
NhaDAAO    -GVDVERSDLEVSIGYRPLRDPEGDGVRVELAE-----------------------ESCGPVVHNYGHGGAGISVSWGCAISVARLVREAIGDREVPPAPVSRPAPLLPLYRTLTKHICE 
NhaGOX     ------ATVADLRVGLRPISGDG-----LPIIG---------------------AVPETDGAYVATGHGSSGLMLGPHSGRVVAELVSGERTTVPDPLSVDRLADV-------------- 
PaeGOX     ------MQPVAHWAGLRPGSPEG-----IPYIG---------------------PVPGFDGLWLNTGHYRNGLVLAPASCRLLADLMSGREPIIDPAPYAPAGRL--------------- 
NalGOX     -------HLAEVDVNFRPGTPDN-----LPILG------------------------WKDDLLVATGHYRQGIALLPATADHLAAAAFGETVDSLAPFDPARFADRHAGE---------- 
                         . **          :                                     *    *                                                 

Рис 1. Выравнивание амино-
кислотных последовательно-
стей оксидаз D-аминокислот 
из дрожжей, бактерий и ар-
хей (названия указаны зеле-
ным, синим и черным соот-
ветственно). Соответствие 
названий смотри в табл. 1. 
Новые последовательности 
DAAO, проанализированные 
в данной работе, выделены 
полужирным курсивом. 
Зеленым фоном в вырав-
нивании указаны остатки, 
которые ранее считались 
консервативными для свя-
зывания D-аминокислоты 
в активном центре DAAO. 
Зеленым фоном в выравни-
вании выделен остаток Tyr, 
который ранее считался кон-
сервативным для связывания 
D-аминокислот в активном 
центре
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сидазах. При выравнивании последовательностей 
только бактериальных DAAO (рис. 2) ситуация более 
оптимистична. Как следует из рис. 2, в присутствии 
консервативной для всех оксидаз пары ArgPro в бак-
териальных ферментах она расширяется до последо-
вательности GxRPxR, а также появляется новая кон-
сервативная последовательность YGHGGxG. Однако 
некоторые глициноксидазы также имеют такие по-
следовательности (на рис. 2 не показано).

Одна из найденных последовательностей принад-
лежит DAAO из археи N. halalkaliphilus AArcht4 
(NhaDAAO). Из рис. 2 хорошо видно, что амино-
кислотная последовательность этого фермента 
длиннее, чем у бактериальных DAAO. В вырав-
нивании четко выделяются три большие вставки 
в районе FAD- и субстратсвязывающих доменов, 
а также на С-конце. Тем не менее, NhaDAAO со-
держит тот же набор консервативных остат-
ков, что и в DAAO бактерий. Во втором про-
анализированном ферменте из N. halalkaliphilus 
AArcht4 – глициноксидазы NhaGOX – положение 
вставок и делеций очень хорошо совпадает с их по-
ложением в GOX из P. aeruginosa (рис. 1) и других 
глициноксидазах (не показано).

По результатам сравнения аминокислотных по-
следовательностей можно сделать некоторое пред-
положение о типе субстратной специфичности. 
При сильном различии в размерах субстрата можно 
легко заметить разницу в длине участков, формиру-
ющих субстратсвязывающий домен, уже на стадии 

выравнивания аминокислотных последовательно-
стей. Например, TvaDAAO, RemDAAO и FsoDAAO 
имеют более длинные последовательности в районе 
остатков 100–108 (рис. 1, левая часть второго ряда 
выравнивания). Это обусловлено тем, что эти фер-
менты способны окислять объемный цефалоспо-
рин С, в то время как остальные DAAO, имеющие 
в этой части выравнивания делеции, цефалоспорин 
С не окисляют. Например, CboDAAO специфич-
на к небольшим аминокислотам, в первую очередь 
к D-Ala [17]. Однако следует отметить, что поиск 
по гомологии не позволяет отличить классическую 
DAAO с широким спектром субстратной специ-
фичности от оксидазы D-аминокислот DASPO, 
специфичной только к D-Asp и D-Glu. Например, 
OpaDAAO1 (табл. 1) в аннотации генома O. parapoly-
morpha DL-1 указана как D-аспартатоксидаза 
(DASPO), хотя наши экспериментальные данные сви-
детельствуют, что это абсолютно не так. Результаты 
наших исследований показали, что фермент имеет 
широкий спектр субстратной специфичности и по 
рН-профилям активности и стабильности он иден-
тичен RtoDAAO и TvaDAAO. Аналогичная ситуация 
наблюдается и при аннотации генома Pichia pasto-
ris. PpaDAAO1, аннотированная в геноме как окси-
даза D-аминокислот, в действительности является 
DASPO, a PpaDAAO2, аннотированная как «гипо-
тетический белок с низкой гомологией с оксидазой 
D-аминокислот» (hypothetical protein with low simi-
larity to D-amino acid oxidase), это именно DAAO [14].

CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment 
 
NhyDAAO   ----------------MAEVDVLVVGAGVSGLTTAVCLAETGRRVTVRTATEP-------ARTTSAVAGALWMPYLVRPVDKVTAWGAATLTELRTLADQP-TTGVRRTNGVVLAPTAIA--PPAWTETV-AAVPCP 
GthDAAO   -------------------MDVLVLGGGVIGLTVAVALAEAGHAVLVRAAEPP-------HATTSAAAGALWGPWLAQPRARVLRWAERSLSALTELAAHP-DTGVHLASGKGVSAVKHE--PPEWFRLLPDARPCT 
MycDAAO   --------------MAIGEQQVIVIGAGVSGLTSAICLAEAGWPVRVWAAALP-------QQTTSAVAGAVWGPRPKEPVAKVRGWIEQSLHVFRDLAKDP-ATGVRMTPALSVGDRIETGAMPPGLELIPDVRPAD 
SavDAAO   -------------METGRSGEVIVVGGGVIGLTTAIVLAESGRRVRVWTREPV-------ERTTSAVAGALWWPYRIEPAASARAWALTSFDVYEELATRPGRTGVRMVEG-VQGGATLEETEAWALGRALGLRAAT 
ScoDAAO   ---------METELDDERDGEVVVVGGGVIGLTTAVVLAERGRRVRLWTREPA-------ERTTSVVAGGLWWPYRIEPVALAQAWALRSLDVYEELAARPGQTGVRMLEG-VLGETGLDEVDGWAAARLPGLRAAS 
CthDAAO   ---------------MVTSRSALVIGCGISGLACARRLQAAGYHVTIITREQP-------KSTTSNVAAALWYPYRCAPREKALPWSKATFEELLRQHRDG-VPGVTPTTFIELFDHDRP--TPWWAEATGGVTRLT 
RhoDAAO   ---------------------MIVLGSGVIGLTAAIRLQEAGFAPRLLTRDRP-------EATTSAVAAAVWYPYRAYPAHRVLPWSRRTLEVCYDLAADP-TSGVSLIPFVDLFDRPTP--PPAWRTAVRAFRRAR 
RtaDAAO   -------------------MDALVIGCGVIGLSTAICLQEAGLEVEVWAAEMP-------RESTSGVAAAVWYPYKAYPQNRVLKWGGQTYAAFEKLAGDG-QTGVRMGEGVELWRREVP--DPWWKDAVSRFRRCE 
RxyDAAO   ---------------MRDCGRAVVVGCGVIGLSAALVLRERGFGVRVVAREPP-------ERTTSAVAAAVWYPYRAYPEDRVLRWGARTYEVFRGLAADP-RSGVRLREGVELLRRTSTG-EPWWRGAVSGFRRCR 
RraDAAO   MRKEETASVRRASGGSAAPFDVAVVGGGVAGLSTAVRLLEIGRSVCVLSADPP-------QKTTSNLAAAVWYPTEFGRQDGVLAWARRAYDVFRELSGTE-GSGVVMRETLMLLRTPDEG-SPWWAEAIGGVERVG 
AprDAAO   --------------MPTAPLRITVIGSGVIGLSAAHELAAAGHQVTVAYDQEL-------AECVSSVAAAIWFPYHSENSPAADKLLADSLARFEQLSEHP-ETGIDLRRGLNVDHLPGA--DRSWTRIVAGTEEAS 
NhaDAAO   -----------------MQPDITVLGAGVNGTSTALALTLLGYNTQIVADQFAYEEQHRDPRFSSAYGAGAILPYSVG-MDSLDETFEESQTVFRLLEELS-VLGVRKNDHYWIDEEGRG--PSNAPKYLDGFRKVE 
                                 *:* *: * : *  *   *    :                 *  ...   *               :              *:                                
 
NhyDAAO   -PADLPHG----YEVGWRFGSVLVEMPIYLGYLADRLRAAGGRIEP--GLVTDLADALTVAPLVVNCAGIGARELVPDP-GLRPVRGQVVVVENPG---IDEFVSEHPGASP---WLKYVLPHRDTVVLGGTAEPDR 
GthDAAO   -ADDLPAG----HLHGIRYTAPLVNMPVHLAYLVDRLRSAGGAVEI--GAVTTLDQAAESAPIVVNCTGLGARVLVGDR-QLYPVRGQQVVVTNPG---IDEFLEVDTGDST---DLIAIYPHGDHAILGGTAQPYS 
MycDAAO   -PADVPGG----FRAGFHATLPMIDMPQYLDCLTQRLAATGCEIET--RPLRSLAEAAEAAPIVINCAGLGARELAGDA-TVWPRFGQHVVLTNPG---LEQLFIERTGGS----EWICYFAHPQRVVCGGISIPGR 
SavDAAO   -AEECPG-------GGLWARLPLIDMPAHLRWLRERFTAAGGTVET--RTVTDLAEAK--APVVVNCTGLGARDLVPDT-SVRPVRGQLVVVENPG---IRTWLVSTGAD-G---EMAYFFPQPGRLLLGGTAVEDE 
ScoDAAO   -AAEYAG-------TGLWARLPLIDMSTHLPWLRERLLAAGGTVED--RAVTDLAEAD--APVVVNCTGLGARELVPDP-AVRPVRGQLVVVENPG---IHNWLVAADADSG---ETTYFLPQPGRLLLGGTAEEDA 
CthDAAO   -GNDLP----PGYAVGFAATVPVVETPLYLPYLVEQFSAAGGTLQL--GELTSLDEACAAYPLVINCSGLGARTLANDP-EVFPIRGQVVRVSNPG---VRRALTDDDGPR----RISYTIPRQTDVILGGTALPHV 
RhoDAAO   -PDERP----AGYVDGFVAEVPLIETPVHLPYLVARFEAGGGTIEVVPGGVTDLAALAASAGLVVNCTGLGARRLVPDP-SLYPIRGQVVRVTNPG---LTHALADDTGPL----AISYVIPRRGDVILGGTAQDGV 
RtaDAAO   -EHELP----PGYRDGYVFTVPVIEMPRYLQYLLERFAGAGGRLTR--RVVRSLEEAAEASPLVFNCTGLGARELVGDR-LLSPIRGQIVRVRNPG---LERFVLDEEHPE----EPTYIVPRTEDCVLGGTAQERR 
RxyDAAO   -REELP----PGCRGGYRFVAPVAEMPAYLAYLLGRFREAGGELEL--REVSSLEEVAGGADVAVNCSGAGARKLVGDP-AVFPIRGQVLRVANPG---LERFMLDEENPE----GLTYIVPRTEDCVLGGTAEEGS 
RraDAAO   -AGDLRSEWGSGYAGGYRFEVPLVEMPVYLPWLLKRFIRSGGVFEE--RRIESLREAGARAGMVVNCSGIGARELCGDR-EVRPARGQVVRVENPG---LSVSVRDEENPG----GRTYIHPRTEDCILGGTFESGN 
AprDAAO   -PADLPDG----AHAGVWATVPIITMSTYLGWLRGRVEELGADFAK--GTVTDLAQLKGGADLVVLAAGLRGGELLGDDDTVYPIRGQVVRLANTKN--LTQWLCDDNYPD----GVSYIIPRREDIIVGGTDTAND 
NhaDAAO   SPNALPRRTGSEHVTDFTAEMLFADMPTYMEGLYRLYQAAGGSIRK---RTVTRTDLTEMPGLLINCTGLRSPELFEDSAPYHAARGHLVTAQRAPIPKLDGTMISYSYSVAGDRKGVYCFPRMDGIVMGGTHQSVP 
                         .      .   . ::  *       *  .                  : . .:*  .  *  *     .  *: :   ..    :   .                 .:    : **       
 
NhyDAAO   SDPTPDP---------------SITARILADSVELVPAL---AGAPVLAERVGLRPARPE----VRLAVEDRPAG-RIIHNYGHGGGGVTLSWGCAREAAELASGT------------------------------ 
GthDAAO   WQREADK---------------ATTKSILLRCIVLQPKL---KAAEIIGERVGLRPTRPT----VRLEEQRGPGNTRIIHNYGHGGAGISLSWGCAEEVLTLIDSGAQ---------------------------- 
MycDAAO   WDPTPEP---------------EITERILQRCRRIQPRL---AEAAVIETITGLRPDRPS----VRVEAEP-IGRALCIHNYGHGGDGVTLSWGCAREVVNLVGGG------------------------------ 
SavDAAO   WSLVPDP---------------AVAEAIVRRCAAWRPEI---AGARVLEHRTGLRPARGT----VRLEREPLSDGRVLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAAGLAASW------------------------------ 
ScoDAAO   WSTEPDP---------------EVAAAIVRRCAALRPEI---AGARVLAHLVGLRPARDA----VRLERGTLPDGRRLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAARLAS-------------------------------- 
CthDAAO   WDTTPDA---------------ATTERILRHCRELEPAL---ASAQVLEVRVGLRPGRTA----VRLEREHR-GVGVVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVLHLARAT------------------------------ 
RhoDAAO   WDRTPDP---------------ETTREILRKARLLEPRL---ADAAVLEARVGLRPGRPT----VRLEAERLPGGGTVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVVALVRAHHARPA------------------------- 
RtaDAAO   WDIEPDP---------------ETAAAILRRCVSLEPRL---ADAEVLEHRVGLRPGRPE----VRLEREELGSGALCVHNYGHGGAGVTLSWGCAREACALVLERIG---------------------------- 
RxyDAAO   WSTRPDP---------------VTAYSILHRCTALEPRL---QGAPVLEHRAGLRPGRPE----VRLERTTLPDGTPCIHNYGHGGSGVTLSWGCAEEAAELAAAALDRNP------------------------- 
RraDAAO   WDTTPDP---------------ETARRILARCSELVPEL---AGARVLEHHVGLRPVRRGG---VRLERD--PERPATVHNYGHGGAGVTLSWGCAERAVELVESAERELRL------------------------ 
AprDAAO   WNREVEP---------------QTSIDILERAAKLVPEL---EGLEVLEHKVGLRPARET----IRLEHVAG-HPLPVIAAYGHGGAGVTLSWGTAQRVAELAAQLAGEPAS------------------------ 
NhaDAAO   YRPDEKPCFPPLNEPTTKIGGTEVPKRIVELNAELLAQLGVDVERSDLEVSIGYRPLRDPEGDGVRVELAEESCG-PVVHNYGHGGAGISVSWGCAISVARLVREAIGDREVPPAPVSRPAPLLPLYRTLTKHICE 
               .                  .  *:       . :        :    * ** *      :*:           :  ***** *.:::** *  .  *                                   

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей оксидаз D-аминокислот из бактерий и архей после от-
сеивания последовательностей глициноксидаз. Соответствие названий смотри в табл. 1. Новые последовательности 
DAAO, проанализированные в данной работе, выделены полужирным курсивом. Зеленым фоном в выравнивании 
выделен остаток Tyr, который ранее считался консервативными для связывания D-аминокислоты в активном центре
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Построение модельных 3D-структур 
и их сравнительный анализ с известными 
структурами 
Как уже отмечалось во «Введении», целью поиска 
и клонирования новых генов является не просто 
получение рекомбинантного фермента, а создание 
биокатализатора с заданными свойствами с исполь-
зованием в качестве исходного фермента, наиболее 

близкого к целевому. В случае DAАO сделать вывод 
о свойствах (в первую очередь о субстратной специ-
фичности и оптимальном рН-профиле активности) 
на основе выравнивания просто невозможно. В свя-
зи с этим требуется использование дополнительных 
методов. Для решения поставленной задачи нами 
предложен подход, основанный на построении мо-
дельных трехмерных структур. На первом этапе 

Таблица 1. Оксидазы D-аминокислот и глициноксидазы и их источники*

№ Обозначение Источник Код белка в базах данных

NCBI (GeneBank, UniProt)

Бактерии

1 GthDAAO Gandjariella thermophila WP_137812914.1
2 CthDAAO Chloracidobacterium thermophilum B WP_014099936.1
3 RtaDAAO Rubrobacter taiwanensis WP_132692836.1
4 RraDAAO Rubrobacter radiotolerans DSM 5868 WP_084263988.1
5 RbaDAAO Rhodothermaceae bacterium RA ARA94025.1
6 RxyDAAO Rubrobacter xylanophilus BAP18969.1
7 MycDAAO Mycobacterium tuberculosis WP_003899072
8 SavDAAO Streptomyces avermitilis MA-4680 BAC69383
9 ScoDAAO Streptomyces coelicolor A3(2) CAB40690
10 AprDAAO Arthrobacter protophormiae AY306197
11 PaeGOX Pseudomonas aeruginosa AAP81270

Грибы и дрожжи
12 TvaDAAO Trigonopsis variabilis AY514426
13 NcrDAAO Neurospora crassa EAA33029
14 FsoDAAO Fusarium solani BAA00692
15 RemDAAO Rasamsonia emersonii BBH51408
16 CboDAAO Candida boidinii BAB12222
17 PpaDAAO Pichia pastoris CBS7435 SCV12162
18 SpoDAAO Schizosaccharomyces pombe NP_001342883
19 RtoDAAO Rhodosporidium toruloides (Rhodotorula gracilis) U60066
20 OpaDAAO1 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013932717
21 OpaDAAO2 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937260
22 OpaDAAO3 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013934816
23 OpaDAAO4 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937224
24 OpaDAAO5 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937169
25 OpaDASPO Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013932178

База геномов МГУ имени М.В. Ломоносова и ФИЦ Биотехнологии РАН

Бактерии

26 NhyDAAO Natronosporangium hydrolyticum ACPA39 lcl|CP070499.1_prot_QSB16697.1_2115
27 NalGOX Natroglycomyces albus ACPA22 lcl|CP070496.1_prot_QSB06127.1_824

Археи

28 NhaDAAO Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4 2642575300
29 NhaGOX Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4 2642575587

*Новые последовательности DAAO из экстремофильных микроорганизмов, проанализированные в данной рабо-
те, выделены полужирным курсивом. 
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модельные структуры новых ферментов сравнивают 
с экспериментальными и модельными структурами 
известных оксидаз D-аминокислот и глициноксидаз.

Опубликовано много примеров, когда ферменты 
с низкой гомологией имеют очень близкую про-
странственную структуру. Наглядным примером 
является супервторичная структура, называемая 
укладкой по Россману (Rossman fold), универсаль-
ной для связывания адениновой части различных 
кофакторов и коферментов – NAD(P)+, FAD, ATP, 
SAM и др. [31]. Использование такого подхода 
к DAAO до недавнего времени было невозможно 
в силу отсутствия репрезентативного набора струк-
тур. Экспериментальные структуры получены всего 
для четырех ферментов – RtoDAAO и RemDAAO 
дрожжей и ферментов из почки свиньи (pkDAAO) 
и человека (hDAAO). Построена модельная структу-
ра TvaDAAO [32]. Однако этот фермент как по пер-
вичной (рис. 1), так и по третичной (табл. 2) 
структуре очень близок к RemDAAO. Кроме того, 
использованные ранее методы моделирования да-
вали неплохие результаты только при высокой го-
мологии последовательностей изучаемого фермента 
и фермента, структура которого используется в ка-
честве основы (template) для построения модель-
ной 3D-структуры. Высокая точность достигалась 
при гомологии не менее 50–60%, что не соблюдается 
в случае DAAO. Ситуация кардинально изменилась, 
когда в 2021 году предложили новый алгоритм по-
строения модельных структур AlphaFold [33]. В 2022 
году точность предсказания была существенно 
улучшена [19]. Использование AlphaFold2 позволя-
ет получить достоверную информацию о структуре 
как новых ферментов, так и уже описанных DAAO. 
Такие модельные структуры и построены в нашей 
работе. Всего выполнено моделирование структур 
18 белков (в том числе восьми новых). В табл. 2 
представлены результаты попарного сравнения мо-
дельных и экспериментальных структур оксидаз 
D-аминокислот и глициноксидаз. В данном случае 
набор анализируемых структур DAAO дополнен 
двумя экспериментальными структурами DAAO 
млекопитающих – из почки свиньи и человека, 
и структурами двух глициноксидаз. Кроме того, 
для сравнения использовали и собственные пред-
варительные данные рентгеноструктурного ана-
лиза TvaDAAO и OpaDAAO1. Такой расширенный 
набор позволяет более точно провести сравнение 
и повысить достоверность отнесения новых белков 
к DAAO или GOX. Для удобства восприятия резуль-
таты сравнения, приведенные в табл. 2, выделены 
цветом. Зеленым фоном показаны результаты срав-
нения структур с RMSD до 1 Å, светло-зеленым – 
с RMSD от 1 до 2 Å, светло-оранжевыми – с RMSD 

от 2 до 6 Å и оранжевым – с RMSD выше 6 Å. 
Можно отметить несколько важных и интересных 
результатов анализа данных табл. 2.

1. Последняя модификация алгоритма AlphaFold 
в версии 2022 года [19] действительно позволяет 
получить модельные структуры с очень высокой 
точностью. Это хорошо видно при сравнении мо-
дельной и экспериментальной структур OpaDAAO1. 
Среднеквадратичное отклонение между этими 
структурами составляет всего 0.38 Å. RMSD меж-
ду модельной и экспериментальной структура-
ми TvaDAAO немного больше – 0.56 Å (в табл. 2 
не  показано), но  следует учитывать, что  эти 
ферменты имеют разную олигомерную струк-
туру (OpaDAAO1 – мономер, TvaDAAO – ди-
мер). Высокая точность предсказания структуры 
OpaDAAO1 приводит к тому, что попарное срав-
нение модельной и экспериментальной структур 
OpaDAAO1 с модельными и экспериментальными 
структурами других ферментов дает практически 
одинаковые значения RMSD (табл. 2, строки 1 и 8).

2. Наблюдается четкая корреляция между функ-
цией и общей структурой оксидаз D-аминокислот 
и глициноксидаз. Величина отклонения RMSD 
между структурами DAAO не превышает 2 Å, 
в то время как при сравнении структур DAAO 
и GOX значение RMSD составляет 3 Å и более 
(до 15–18 Å). Из общей картины выпадают резуль-
таты с NhaDAAO из архей – отклонение модельной 
структуры от структур других DAAO составляет 
2.0–3.5 Å (в случае OpaDAAO3 отклонение дости-
гает даже 4.69 Å). В то же время разница в струк-
туре NhaDAAO с глициноксидазами намного боль-
ше – от 9 до 17 Å. Также отметим, что этот фермент 
имеет общую структуру, близкую к DAAO человека 
(RMSD всего 1.96 Å). Такие результаты показыва-
ют, что для корректного подтверждения, что дан-
ный фермент является DAAO, следует использовать 
как можно более широкую выборку структур извест-
ных оксидаз D-аминокислот. Тем не менее, несмотря 
на то что результаты общего сравнения структуры 
NhaDAAO со структурами других DAAO в целом 
немного выходят за пределы граничного значения 
2 Å, анализ гомологии и сравнение общей структу-
ры позволили отнести этот фермент к оксидазам 
D-аминокислот. Этот вывод полностью подтверждает 
результаты сравнения структуры активных центров.

Сравнительный анализ структур активных 
центров DAAO
На следующем этапе мы сравнили структуры ак-
тивных центров новых DAAO с известными оксида-
зами D-аминокислот. Совпадение структуры нового 
фермента со структурой активного центра другой 
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описанной ранее оксидазы D-аминокислот одно-
значно доказывает принадлежность новой DAAO 
к семейству оксидаз. Структура FAD-связывающего 
домена должна быть очень близкой во всех DAAO, 
однако из-за различной специфичности структура 
субстратсвязывающих доменов должна отличать-
ся достаточно значительно как по объему, так и по 
типу остатков, участвующих в связывании конкрет-
ной D-аминокислоты. Поэтому совпадение структур 
субстратсвязывающих доменов активного центра 
позволяет однозначно доказать, что новый фермент 
относится к семейству DAAO и сделать достаточ-
но достоверный вывод о возможном спектре суб-
стратной специфичности. В этом случае особенно 
полезно сравнение со структурами активных цен-
тров DAAO из дрожжей O. parapolymorpha DL-1, 
поскольку эти ферменты сильно отличаются друг 
от друга как по профилю субстратной специфич-
ности, так и по рН-зависимостям активности и ста-
бильности. Наиболее наглядно эффективность тако-
го сравнения видна на примере NhaDAAO из архей. 
Как отмечено выше, этот фермент имеет замет-
ные отличия от других DAAO как по длине ами-
нокислотной последовательности, так и по общей 
структуре. Однако результаты сравнения струк-
туры именно активных центров свидетельствуют, 
что NhaDAAO и OpaDAAO2 имеют практически 
идентичные активные центры (рис. 3). При вырав-
нивании общих структур по кофактору FAD видно, 

что в субстратсвязывающем домене помимо консер-
вативного остатка Arg (см. выше) имеются еще два 
участвующих в связывании субстрата остатка – Tyr 
и Phe, расположение которых в активных центрах 
NhaDAAO и OpaDAAO2 практически идентично. 
Кроме того, результаты моделирования структу-
ры активного центра самой OpaDAAO2 полностью 
согласуются с экспериментальными данными, со-
гласно которым наилучшими субстратами являются 
D-аминокислоты с гидрофобными боковыми груп-
пами – D-Phe (самая высокая активность), D-Tyr 
и D-Leu. Поэтому вполне логично предположить, 
что таким же спектром субстратной специфичности 
должна обладать и NhaDAAO. По результатам срав-
нения с активным центром OpaDAAO3 предсказа-
на также высокая специфичность к D-Leu и D-Phe 
и фермента из N. hydrolyticum ACPA39 (NhyDAAO) 
(на рис. не показано). В настоящее время ген этого 
фермента клонирован в нашей лаборатории, про-
водятся работы по его экспрессии в клетках E. 
coli. Предварительные эксперименты подтвердили, 
что наилучшим субстратом NhyDAAO являются 
именно D-Leu и D-Phe (детальное описание полу-
чения и изучение свойств NhyDAAO будет пред-
ставлено в отдельной публикации).

Сравнение структур DAAO показало, что актив-
ные центры ферментов из G. thermophila (GthDAAO) 
и из R. radiotolerans DSM 5868 (RraDAAO) достаточ-
но уникальны. В GthDAAO в связывании боковых 
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Рис. 3. Модельные структуры активных центров NhaDAAO из архей N. halalkaliphilus AArcht4 (А) и OpaDAAO2 
из метилотрофных дрожжей O. parapolymorpha DL-1 (Б)
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групп субстратов должны принимать участие кар-
боксильные группы боковых групп остатков Glu202 
и Asp204 (рис. 4А). Это предполагает, что данный 
фермент может быть специфичен к D-Lys и D-Arg, 
однако докинг различных D-аминокислот свиде-
тельствует, что обе карбоксильные группы остатков 
Glu202 и Asp204 расположены на довольно боль-
шом расстоянии (более 3 Å) от молекулы субстра-
та. Более интересная картина наблюдается в случае 
RraDAAO (рис. 4Б). В связывании боковых групп 
субстрата могут участвовать положительно заря-
женный остаток Arg226 и отрицательно заряжен-
ный остаток Glu228. Докинг в активный центр раз-
личных D-аминокислот позволяет предположить, 
что RraDAAO должна быть специфичной к поло-
жительно заряженному D-Lys и потенциально ак-
тивной с D-Glu. Клонирование гена этого фермента 
представляет интерес, так как D-Lys является пло-
хим субстратом для всех описанных DAAO.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Результаты проведенных экспериментов позволяют 
сделать несколько выводов. 

Введение второго этапа – структурного ана-
лиза – при идентификации генов новых оксидаз 
D-аминокислот, после проведения поиска в гено-
мах по гомологии является высокоэффективной 
и необходимой процедурой. На этом этапе удает-
ся не только однозначно подтвердить принадлеж-
ность нового фермента к DAAO, но и предсказать 
возможный спектр его субстратной специфично-
сти. Достоверность такого предсказания для новой 
DAAO из бактерий R. radiotolerans DSM 5868 вы-
сокой активности с D-Leu и D-Phe подтверждена 
экспериментально.

Аминокислотные последовательности оксидаз 
D-аминокислот из бактерий имеют низкую гомо-
логию (не более 30%). В ходе анализа последова-
тельностей бактериальных DAAO выявлены новые 
характерные консервативные участки, которые мо-
гут быть использованы для идентификации данных 
ферментов при их поиске в геномах. Присутствие 
новых консервативных участков показано и в по-
следовательности DAAO из археи N. halalkaliphilus 
AArcht4 (NhaDAAO).

Впервые ген оксидазы D-аминокислот найден 
в геноме архей. По сравнению с бактериальны-
ми DAAO фермент NhaDAAO из архей имеет бо-
лее длинную аминокислотную последовательность 
и меньшее сходство общей трехмерной структуры, 
но результаты структурного анализа однозначно по-
казали, что активный центр NhaDAAO практически 
идентичен активному центру OpaDAAO2 из метило-
трофных дрожжей O. parapolymorpha DL-1. Также 
в геноме N. halalkaliphilus AArcht4 идентифициро-
вана глициноксидаза, которая по своей гомологии 
наиболее близка к GOX из P. aeruginosa.

Оксидазы D-аминокислот играют важную роль 
в функционировании микроорганизмов и млекопи-
тающих. Именно поэтому поиск ингибиторов hDAAO 
человека является одним из самых активных и ак-
туальных направлений исследований этого фермен-
та [34]. Достоверная идентификация в геноме воз-
будителя туберкулеза гена оксидазы D-аминокислот 
(MycDAAO) позволяет рассматривать этот фермент 
в качестве мишени для разработки нового типа ле-
карств против туберкулеза. В силу редкой встреча-
емости DAAO в бактериях и благодаря существен-
ным отличиям этого фермента от других DAAO (в 
первую очередь от hDAAO) специфические инги-

А  Б

Рис. 4. Докинг D-Ala, D-Asp и D-Lys в активный центр DAAO из G. thermophila (А) и докинг D-Ala, D-Glu и D-Lys 
в активный центр DAAO из R. radiotolerans DSM 5868 (Б)
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биторы, связывающиеся именно с MycDAAO, могут 
быть использованы в качестве противотуберкулез-
ных средств. 
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Поиск генов новых оксидаз D-аминокислот 
в геномах экстремофильных бактерий 
и архей выполнен в рамках Соглашения 
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технологий на 2019–2027 годы. Клонирование 
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и построение модельных структур 
ферментов из дрожжей O. parapolymorpha 

DL-1 выполнены в рамках гранта Российского 
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