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ются в одной области активного центра, все стадии 
реакции обратимы [1, 3]. Трансаминазы как стерео­
селективные катализаторы переноса аминогруппы 
успешно применяются для асимметрического ами­
нирования соединений с кетогруппой и разделения 
хиральных первичных аминов [4, 5]. Из семи ти­
пов укладки полипептидной цепи ПЛФ­зависимых 
ферментов для ТА характерны только два – I и IV. 
Подробно изучены механизм действия и струк­
тура фермента (S)­селективного трансаминирова­
ния – функционального димера ТА I типа укладки. 
Трансаминазы IV типа укладки охарактеризованы 
в меньшей степени. Интересно, что среди них обна­
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РЕФЕРАТ Пиридоксаль-5’-фосфат-зависимые ферменты занимают ключевое место в азотистом обмене. 
Среди многочисленных и специфических ингибиторов этих ферментов, включая и практически зна-
чимые, важное место отводится карбонильным соединениям, в том числе и О-замещенным гидроксил-
аминам, которые реагируют в активном центре ферментов с пиридоксаль-5’-фосфатом с образованием 
стабильных оксимов. Использование эфиров гидроксиламина, имитирующих строение боковых групп 
субстратов аминокислот, позволяет получать высокоэффективные и специфические ингибиторы соот-
ветствующих ферментов. В настоящей работе этот подход применили к изучению свойств трансами-
назы D-аминокислот из бактерии Haliscomenobacter hydrossis. Структурный и спектральный анализ 
комплекса этой трансаминазы с 3-аминооксипропионовой кислотой позволил уточнить особенности 
организации и функционирования ее активного центра и один из механизмов ингибирования специ-
фическим субстратом D-глутаминовой кислотой.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА трансаминаза, ферментативный катализ, кристаллическая структура, ингибитор, 
3-аминооксипропионовая кислота.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ NADH – восстановленная форма никотинамидадениндинуклеотида; 
ПЛФ – пиридоксаль-5’-фосфат; ТА – трансаминаза; TA_Halhy – трансаминаза D-аминокислот 
из Haliscomenobacter hydrossis.

ВВЕДЕНИЕ
Пиридоксаль­5’­фосфат (ПЛФ)­зависимые транс­
аминазы (аминотрансферазы, ТА, КФ [2.6.1.Х]) ка­
тализируют перенос аминогруппы с аминокислоты 
или амина на кетокислоту или кетон с образовани­
ем новой аминокислоты/амина и кетокислоты/кето­
на [1, 2]. Ферментативное трансаминирование – это 
реакция последовательного двойного замещения 
с промежуточным переносом аминогруппы на ко­
фактор ПЛФ, в результате которой образуется 
пиридоксамин­5’­фосфат, служащий донором ами­
ногруппы во второй полуреакции. Два субстрата 
(амино­ и кетокислота) последовательно связыва­
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ружены как (S)­селективные (это трансаминазы раз­
ветвленных L­аминокислот), так и (R)­селективные 
ферменты (трансаминазы D­аминокислот 
и (R)­амин:пи руват трансаминазы). Именно (R)­
селективность определила интерес к изучению ТА 
IV типа укладки в последнее десятилетие.

Карбонильные реагенты, включая производные ги­
дроксиламина, представляют собой типовые ингиби­
торы ПЛФ­зависимых ферментов. Один из алгорит­
мов создания высокоэффективных и избирательно 
действующих ингибиторов на основе эфиров гидрок­
силамина (R­ONH2) заключается в использовании 
производных, имитирующих строение боковых групп 
субстратов аминокислот. При этом функциональные 
группы в радикале О­замещенного гидроксиламина 
обеспечивают субстратоподобное связывание ингиби­
тора в активном центре фермента, а реакционноспо­
собная аминооксигруппа образует оксим с ПЛФ. Этот 
подход позволяет получать ингибиторы с констан­
той связывания наномолярной величины не только 
для ТА, например, аспартатаминотрансферазы [6, 7], 
но и для декарбоксилаз, например, глутаминовой кис­
лоты [8], орнитина [9] и аргинина [10]. Следует отме­
тить, что использование гидроксиламинсодержащих 
аналогов путресцина и агматина позволяет избира­
тельно ингибировать близкородственные декарбок­
силазы орнитина и аргинина [10]. Структурное подо­
бие внешнего альдимина, одного из промежуточных 
соединений в ПЛФ­катализируемых превращениях 
аминокислот, и оксима ПЛФ, образованного субстра­
то/продуктоподобными гидроксиламинами, впервые 
подтверждено рентгеноструктурным анализом фер­
мент­ингибиторных комплексов аспартатаминотранс­
феразы [6, 7]. Позднее аналогичные исследования 
были выполнены для трансаминазы гамма­амино­
масляной кислоты [11], орнитиндекарбоксилазы [12] 
и трансаминазы D­аминокислот [13]. Структуры ком­

плексов ПЛФ­зависимых ферментов с такими произ­
водными гидроксиламина позволяют анализировать 
строение, особенности связывания субстрата и функ­
ционирования активного центра ферментов. В настоя­
щей работе этот подход использовали в исследовании 
трансаминазы D­аминокислот из Haliscomenobacter 
hydrossis (ТА_Halhy). ТА_Halhy относится к ТА IV 
типа укладки, она эффективно катализирует реак­
ции трансаминирования между D­аминокислотами 
и α­кетокислотами, удельная активность в реак­
ции между D­глутаматом и пируватом в 50­мМ 
К­фосфатном буфере рН 8.0, достигает рекордно 
высоких для ТА значений – 380 ± 10 мкмоль/мин 
на 1 мг белка при 40°C [14, 15]. Определена структура 
этого фермента, функциональной единицей которо­
го является димер (рис. 1А). Как и у изученных ТА 
IV типа укладки, активный центр ТА_Halhy можно 
поделить на две части (О­ и P­карманы), аминокис­
лотные остатки этих карманов участвуют в связыва­
нии субстратов и тем самым определяют стереоспе­
цифичность каталитического превращения (рис. 1Б). 
TA_Halhy выделяется среди известных ТА IV типа 
укладки четырьмя положительно заряженными 
функциональными группами в активном центре (бо­
ковыми группами аминокислотных остатков Arg28*, 
Arg90, Arg179 и Lys241) [14, 16] (рис. 1Б). 

Результаты анализа структуры комплекса 
ТА_Halhy с ингибитором D­циклосерином позво­
лили предположить участие боковых групп остат­
ков Arg28* и Arg179 в связывании субстрата [17]. 
Поскольку структуру комплекса TA_Halhy с суб­
стратами получить не удалось (из­за высокой эф­
фективности превращения аминокислот в ката­
лизируемых TA_Halhy реакциях, кристаллизация 
с субстратами приводит к получению апофермента), 
исследование строения активного центра TA_Halhy 
было продолжено путем анализа взаимодействия 

А Б

Рис. 1. Пространственная структура ТА_Halhy. А – гомодимер ТА_Halhy; Б – активный центр ТА_Halhy. Аминокислот-
ные остатки, образующие O-карман, окрашены оранжевым, аминокислотные остатки, образующие P-карман, окра-
шены зеленым. Молекула ПЛФ показана фиолетовым. * – остаток соседней субъединицы функционального димера
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фермента с 3­аминооксипропионовой кислотой (ана­
лог субстрата D­глутаминовой кислоты) методами 
UV/Vis­спектрофотометрии и рентгеноструктурно­
го анализа. 3­Аминооксипропионовая кислота вза­
имодействует в активном центре TА_Halhy с ПЛФ 
с образованием оксима, который имитирует внеш­
ний альдимин между ПЛФ и D­глутаминовой кис­
лотой (рис. 2), поэтому успешная кристаллизация 
и решение структуры комплекса позволяют опре­
делить функциональные группы, задействованные 
в связывании этого специфического субстрата. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение рекомбинантной ТА_Halhy
Очищенный активный рекомбинантный препарат 
ТА_Halhy получали как описано ранее [14]. Чистоту 
и гомогенность препарата контролировали методом 
электрофореза в денатурирующем полиакриламид­
ном геле (ДДС­ПААГ). Концентрацию TA_Halhy 
определяли спектрофотометрически по поглощению 
при 280 нм.

Спектральный анализ
ПЛФ­форму ТА_Halhy (холофермент) получали пу­
тем инкубации фермента (2.5 мг/мл, или 74 мкМ) 
в  50­мМ К­фосфатном буфере (рН 8.0) с  из­
бытком ПЛФ (700 мкМ) в присутствии 10 мМ 
α­кетоглутарата в течение 30 мин. Холофермент 
очищали от низкомолекулярных компонентов пере­
водом в 50­мМ K­фосфатный буфер pH 8.0, исполь­
зуя колонку HiTrap Desalting (Cytiva, США), урав­
новешенную в том же буфере.

К холоферменту (0.85 мг/мл, или 25 мкМ) в 50­мМ 
K­фосфатном буфере, pH 8.0, добавляли 3­амино­
оксипропионовую кислоту (10 мМ) и выдерживали 
смесь в течение 60 мин. Белковую фракцию отде­
ляли от низкомолекулярных компонентов, используя 
колонку HiTrap Desalting. Дополнительно фракцию 
низкомолекулярных компонентов получали ультра­

фильтрацией с использованием центрифужного кон­
центратора (30 кДа MWCO, Millipore, США). Спектры 
поглощения регистрировали в 50­мМ K­фосфатном 
буфере, pH 8.0, с помощью спектрофотометра 
Evolution 300 UV­Vis (Thermo Scientific, США). 

Ингибирование субстратом
Реакцию трансаминирования, катализируемую ТА_
Halhy, проводили в 50­мМ K­фосфатном буфере, 
pH 8.0, при 40°C с субстратами D­аланином (40 мМ) 
и α­кетоглутаратом или D­глутаматом и пирува­
том (2.5 мМ) с добавлением 30 мкМ ПЛФ, 0.33 мМ 
NADH, 5 мкг/мл лактатдегидрогеназы (удельная 
активность препарата составляет 200 мкмоль/мин 
на 1 мг белка). В условиях реакции трансаминиро­
вания препарат лактатдегидрогеназы был стабилен. 
Температурной инактивации ТА_Halhy при 40°С 
не наблюдалось [14].

Получение кристаллов комплекса ТА_Halhy 
с оксимом ПЛФ и 3-аминооксипропионовой 
кислоты
Кристаллы комплекса получены сокристаллиза­
цией препарата холофермента ТА_Halhy с 12 мМ 
3­аминооксипропионовой кислоты в присутствии 
избытка ПЛФ (6 мМ) в условиях: 0.1 M бис­Трис­
пропан pH 5.5, 0.2 M MgCl2, 25% PEG 3350. 

Сбор и обработка дифракционных данных. 
Решение и уточнение структуры
Непосредственно перед рентгеноструктурным 
экспериментом кристаллы ТА_Halhy помещали 
в криораствор, содержащий помимо компонентов 
противораствора 25% (v/v) глицерин, после чего 
кристалл в петле замораживали в парах азота. 
Дифракционные данные, собранные при температу­
ре 100 K на станции «Белок» синхротронного источ­
ника НИЦ «Курчатовский институт», обрабатывали 
с использованием программы Dials [18] из пакета 
CCP4 [19]. Статистика собранного набора данных 

Оксим

Внутренний 
альдимин

Внешний альдимин

Рис. 2. Взаимо-
действие вну-
треннего альди-
мина TА_Halhy 
(холофермент) 
с 3-аминоокси-
пропионовой 
кислотой (об-
разуется оксим) 
и D-глутаминовой 
кислотой (обра-
зуется внешний 
альдимин) 
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Таблица 1. Статистика сбора, обработки и кристаллографического уточнения структуры комплекса TA_Halhy 
с оксимом ПЛФ и 3-аминооксипропионовой кислоты

Объект исследования Комплекс TA_Halhy
Источник рентгеновского излучения НИЦ «Курчатовский институт»

Длина волны, Å 0.74503
Tемпература, K 100

Обработка
Пространственная группа C2

Параметры элементарной ячейки a = 88.77 Å, b = 71.23 Å, c = 52.55 Å; α = γ = 90°, β = 101.26°
Разрешение, Å 35.34–1.70 (1.73–1.70)

Число независимых рефлексов 32789 (1795)
Полнота, % 94.9 (98.6)
Rmeas, % 10.1 (54.6)

Среднее I/σ(I) 11.4 (1.9)
CC1/2, % 99.1 (60.2)

Уточнение 
Rwork, % 16.6
Rfree, % 21.0

Общий средний B­фактор 17.9
Средний B­фактор по белку 16.8

Средний B­фактор по лигандам 16.5
Средний B­фактор по растворителю 26.2

Число неводородных атомов
Всего 2607
Белок 2275

Лиганды 23
Растворитель 309

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.01
Валентные углы, ° 1.67

График Рамачандрана
Наиболее благоприятные, % 98.2

Допустимые, % 1.8
PDB ID 8YRV

приведена в табл. 1. Решение структуры прове­
дено методом молекулярного замещения при помо­
щи программы MOLREP [20]. Уточнение проведено 
в программе REFMAC5 [21]. В качестве стартовой 
модели использовали структуру холоформы транс­
аминазы D­аминокислот из H. hydrossis (PDB код 
7P7X). Визуальный анализ структурных данных 
проводили с использованием программ Coot [22] 
и PyMOL Molecular Graphics System, Version 4.6 
(Schrödinger, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Спектральный анализ взаимодействия TA_Halhy 
с 3-аминооксипропионовой кислотой
На рис. 3 представлены спектры холофермента 
ТА_Halhy (25 мкМ) в 50­мМ К­фосфатном буфе­

ре, pH 8.0, сразу после добавления 10 мМ 3­ами­
нооксипропионовой кислоты и инкубации при 25°С 
в течение 1 ч. Наблюдаемые изменения указывают 
на образование оксима ПЛФ и 3­аминооксипропио­
новой кислоты в активном центре TA_Halhy (спектр 
с λmax = 380 нм) и выход оксима из активного 
центра в раствор (спектр с λmax = 333 нм соответ­
ствует спектру оксима ПЛФ и H2NOR в растворе 
[23]). Из рис. 3Б видно, что спектр TA_Halhy после 
перевода в новый буфер через 1 ч инкубирования 
соответствует апоферменту (без ПЛФ и его аддук­
тов). Добавление ПЛФ в полученный раствор апо­
фермента приводит к образованию холофермента 
и полному восстановлению активности TA_Halhy.

Быстрое образование оксима ПЛФ с 3­аминоокси­
пропионовой кислотой в активном центре ТА_Halhy 
(рис. 3А, спектр с λmax = 380 нм) хорошо согласу­
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ется с известными данными о том, что основания 
Шиффа, в данном случае внутренний альдимин, 
реагируют с О­замещенными гидроксиламинами 
намного быстрее чем соответствующий альдегид 
[24]. При этом эффективность ингибирования ТА 
О­замещенными гидроксиламинами определяется 
структурным подобием радикала О­замещенного 
гидроксиламина и боковой группы субстрата ами­
нокислоты, а также прочностью связывания ПЛФ 
с активным центром фермента [8–10, 25, 26]. Так, 
аспартатаминотрансфераза образует прочные окси­
мы с аминооксиуксусной и 3­аминооксипропионовой 
кислотами, моделирующими внешние альдимины 
с субстратами, аспарагиновой и глутаминовой кис­
лотами. При этом карбоксильные группы ингиби­
торов выполняют якорные функции, обеспечивая 
дополнительное связывание оксимов в активном 
центре фермента. Удаление избытка этих гидрокси­
ламинов не приводит к выходу оксимов ПЛФ из ак­
тивного центра фермента, равно как и добавление 
избытка ПЛФ не восстанавливает активность [6]. 
Напротив, TA_Halhy имеет низкое сродство к ПЛФ 
(Кдис = 1.9 ± 0.3 мкМ [16]) и оксим ПЛФ легко вы­
ходит из активного центра (рис. 3). Аналогичная 
диссоциация наблюдалась при взаимодействии 
TA_Halhy c D­циклосерином [17] и фенилгидра­
зином [16], что указывает на открытый активный 
центр TA_Halhy, который, по­видимому, сохраня­
ет открытую конформацию в ходе каталитиче­
ских превращений [14, 16]. Диссоциация комплек­
са с оксимом приводит к накоплению апофермента 
(рис. 3Б). Добавление ПЛФ к комплексу TA_Halhy 
с оксимом приводит к реактивации фермента, ак­
тивный холофермент образуется в результате дис­

социации комплекса и выхода оксима из активного 
центра с образованием апофермента и последую­
щего взаимодействия апофермента с добавленным 
ПЛФ. Таким образом, ингибирование 3­аминоок­
сипропионовой кислотой обратимо. Реактивация 
TA_Halhy при добавлении ПЛФ согласуется с ранее 
показанной стабильностью апофермента [15]. 

Мы  успешно закристаллизовали комплекс 
TA_Halhy с оксимом ПЛФ и 3­аминооксипропионо­
вой кислоты в активном центре. В результате рент­
геноструктурного эксперимента собран набор диф­
ракционных данных, структура комплекса TA_Halhy 
решена и уточнена. Структуры холофермента и ком­
плекса с оксимом хорошо накладываются (RMSD 
по Сα­атомам составляет 0.31). Отличия наблюдают­
ся в основном в положении петель. Важно отметить, 
что карбоксильная группа оксима ПЛФ с 3­аминоок­
сипропионовой кислотой располагается в О­кармане, 
хотя у трансаминаз D­аминокислот IV типа укладки 
боковая группа субстрата связывается в Р­кармане, 
а в О­кармане располагается α­карбоксильная груп­
па субстратов (D­аминокислоты или кетокислоты), 
которая образует водородные связи с функциональ­
ными группами активного центра [27, 28]. В полу­
ченной структуре карбоксильная группа оксима об­
разует водородные связи с гуанидиновыми группами 
остатков Arg28* и Arg179. Остатки Arg90 и Lys241 
не задействованы в связывании карбоксильной груп­
пы, боковые группы всех перечисленных остатков 
не изменили своего положения, геометрия активного 
центра холофермента сохраняется в структуре ком­
плекса с оксимом (рис. 4А).

Наблюдаемое положение аддукта в активном 
центре TA_Halhy имитирует скорее не образование 

Рис. 3. Взаимодействие холофермента ТА_Halhy (25 мкМ) с 3-аминооксипропионовой кислотой (10 мМ) 
при 25°С в 50-мМ К-фосфатном буфере, pH 8.0. А – спектр поглощения холофермента TA_Halhy до (черный), 
после смешения (красный) и после инкубирования в течение 1 ч (синий) с 3-аминооксипропионовой кислотой; 
Б – спектр поглощения холофермента ТА_Halhy после 1 ч инкубации с 3-аминооксипропионовой кислотой (си-
ний), после перевода в 50-мМ К-фосфатный буфер, pH 8.0 (зеленый), спектр поглощения низкомолекулярной 
фракции (розовый), собранной ультрафильтрацией
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внешнего альдимина со специфическим субстратом 
D­глутаминовой кислотой, а ингибирование суб­
стратом. Известно, что ингибирование субстратом 
сопутствует катализу трансаминазами из­за сход­
ного связывания субстратов (аминокислоты и кето­
кислоты). Ингибирование TA_Halhy D­глутаминовой 
кислотой и α­кетоглутаратом наблюдается уже 
при миллимолярных концентрациях субстратов 
(рис. 5). Известно, как минимум, два механизма 
ингибирования: (1) D­глутаминовая кислота свя­
зывается вместо кетосубстрата в активном центре, 
содержащем кофактор в форме пиридоксамин­5’­
фосфата; (2) место α­карбоксильной группы за­

нимает γ­карбоксильная группа D­глутаминовой 
кислоты или α­кетоглутарата. Именно такое связы­
вание и наблюдается в комплексе (рис. 4А). Такое 
непродуктивное ингибирующее связывание согласу­
ется с высоким значением наблюдаемой константы 
диссоциации комплекса TA_Halhy с D­глутаминовой 
кислотой, определенной методом полуреакций 
(Kd = 1.8 ± 0.4 мМ [29]).

Стоит также отметить, что в структуре комплекса 
изменилось положение молекулы ПЛФ: в форме ок­
сима молекула ПЛФ отклонилась ко входу в актив­
ный центр на 18° вдоль оси N1­C6 (рис. 4Б,В). Такое 
изменение положения кофактора наблюдается 
при переходе из внутреннего альдимина во внешний 
(рис. 2) [13, 27]. Полученные данные подтверждают 
гипотезу о том, что в форме внутреннего альдими­
на кофактор находится в напряжении, которое сни­
мается при образовании внешнего альдимина (раз­
рыва ковалентной связи с боковой группой остатка 
каталитического лизина) [30] или оксима в случае 
3­аминооксипропионовой кислоты. Интересно от­
метить, что активный центр ТА_Halhy остается от­
крытым после образования оксима, что подтвержда­
ется выходом оксима в раствор после 1 ч инкубации 
фермента с избытком 3­аминооксипропионовой кис­
лоты (см. выше). Открытый активный центр наблю­
дался ранее у TA_Halhy в комплексе с фенилгидра­
зином и в комплексе с D­циклосерином; открытый 
активный центр наблюдался у гомологичной транс­
аминазы D­аминокислот из Aminobacterium colom-
bience в комплексах с D­глутаминовой кислотой 
и 3­аминооксипропионовой кислотой [13] и у кано­

А

Б В

Рис. 4. Активный центр ТА_Halhy в комплексе с окси-
мом ПЛФ и 3-аминооксипропионовой кислоты. А – на-
ложение структур комплекса ТА_Halhy (зеленый; PDB 
код 8YRV) и холофермента ТА_Halhy (фиолетовый; 
PDB код 7P7X), расстояния показаны пунктирной лини-
ей и указаны в ангстремах; Б – разностная omit-карта 
электронной плотности (Fo-Fc) для оксима ПЛФ и 3-ами-
нооксипропионовой кислоты. Электронная плотность 
показана серой сетчатой моделью на срезке 3σ; В – на-
ложение положений кофактора в структурах холофер-
мента (фиолетовый) и комплекса с оксимом (зеленый)
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Рис. 5. Ингибирование TA_Halhy в реакции транс-
аминирования субстратом D-глутаминовой кислотой 
в присутствии 2.5 мМ пирувата (●) и субстратом 
α-кетоглутаратом в присутствии 40 мМ D-аланина (▲) 
в 50-мМ К-фосфатном буфере, рН 8.0, при 40оС.  
Отрезками обозначено стандартное отклонение
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нической трансаминазы D­аминокислот из Bacillus 
sp. YM-1 в комплексе с D­аланином [27]. Другими 
словами, стереоселективное трансаминирование 
у трансаминаз D­аминокислот, по­видимому, про­
исходит без закрытия активного центра (отделения 
от растворителя), как, например, в случае трансами­
наз I типа укладки [7]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение взаимодействия холофермента трансами­
назы D­аминокислот из H. hydrossis с 3­аминоокси­
пропионовой кислотой позволило сделать следующие 
выводы: (1) ингибирование 3­аминооксипропионовой 
кислотой обратимо; (2) активный центр трансамина­
зы остается открытым после связывания субстра­
тов/ингибиторов; (3) координация карбоксильной 
группы оксима в О­кармане подтверждает участие 

остатков Arg28* и Arg179 в связывании субстратов, 
однако, наблюдаемое положение оксима соответ­
ствует ингибированию субстратом, когда субстрат 
(α­кетоглутарат и D­глутаминовая кислота) связы­
ваются непродуктивно (γ­карбоксильной группой 
в О­кармане активного центра), и реакционная ами­
ногруппа субстрата направлена в сторону от ПЛФ 
и боковой группы каталитического остатка лизина. 

Работа поддержана Российским научным фондом, 
грант № 23-74-30004, в части проведения 

спектральных и кинетических исследований. 
Работа выполнена при поддержке Министерства 
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Федерации в части кристаллизации комплекса, 
рентгеноструктурного эксперимента, решения 

и уточнения структуры.
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