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РЕФЕРАТ Пиридоксаль-5’-фосфат (PLP)-зависимые трансаминазы являются высокоэффективными 
биокатализаторами стереоселективного синтеза хиральных аминов – ключевых «строительных бло-
ков» в фармацевтическом и химическом производствах. Фундаментальные исследования фермента-
тивного трансаминирования включают классические работы Александра Браунштейна, открывшего 
реакцию переаминирования, Дэвида Метцлера, исследовавшего спектральные свойства пиридоксале-
вых ферментов, Эсмонда Снелла, изучавшего кинетику PLP-зависимых ферментов, и других россий-
ских и зарубежных ученых. Практическое применение PLP-зависимых трансаминаз ограничивается 
не только неблагоприятным равновесием реакции трансаминирования и узкой субстратной специфич-
ностью, но и стабильностью трансаминаз в технологических условиях. Стабильность трансаминаз – это 
не только стабильность белковой глобулы, но и способность трансаминаз удерживать кофактор PLP, 
диссоциация которого приводит к инактивации фермента и остановке синтеза. Современные биока-
талитические процессы разрабатываются преимущественно для водно-органических сред, чтобы по-
высить растворимость гидрофобных субстратов до концентраций в сотни г/л. В этих условиях ста-
бильность трансаминаз, как и других ферментов, снижается. В контексте этих задач нами изучена 
эффективность связывания PLP в активном центре как фактора стабилизации холофермента транс-
аминазы из Desulfomonile tiedjei в разных водно-органических средах. Проанализирована стабильность 
и каталитическая активность трансаминазы в присутствии метанола, диметилсульфоксида и цирена 
(до 20% v/v) как в режиме инкубации, так и в реакционных условиях. Особое внимание уделено ана-
лизу влияния аминокислотной замены T199Q в области связывания кофактора на устойчивость фер-
мента к действию органических растворителей. Проведенные исследования вносят вклад в решение 
прикладной задачи стабилизации трансаминаз в водно-органических средах. Полученные результаты 
углубляют понимание молекулярных основ стабильности PLP-зависимых ферментов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА трансаминазы, ферментативный катализ, стабильность, органические растворители. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДМСО – диметилсульфоксид; PLP – пиридоксаль-5’-фосфат; PMP – 
пиридоксамин-5’-фосфат; ТА – трансаминаза; DestiTA – трансаминаза из Desulfomonile tiedjei; ЛДГ – 
лактатдегидрогеназа; WT – дикий тип. 

ВВЕДЕНИЕ
Пиридоксаль-5’-фосфат (PLP)-зависимые трансами-
назы [EC 2.6.1.X] катализируют стереоселективный 
перенос аминогруппы с аминокислоты/амина на аль-
фа-кетокислоту/кетон с образованием новой ами-
нокислоты/амина и новой кетокислоты/кетона [1–3]. 
Ферментативное трансаминирование – это реакция 
последовательного двойного замещения с промежу-

точным переносом аминогруппы на кофактор PLP 
в результате деаминирования субстрата аминокис-
лоты, что приводит к образованию пиридоксамин-
5’-фосфата (РМР), который и служит донором ами-
ногруппы во второй полуреакции – аминировании 
второго субстрата кетокислоты. Трансаминазы изу-
чают уже более 80 лет. Основополагающими в данной 
области являются работы Александра Браунштейна, 
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открывшего реакцию переаминирования, Дэвида 
Метцлера, исследовавшего спектральные свойства 
пиридоксалевых ферментов и равновесие отдельных 
стадий реакции трансаминирования, Эсмонда Снелла, 
изучавшего кинетику PLP-зависимых ферментов, 
и других российских и зарубежных ученых [3–6]. 
В 2010 году впервые было предложено использовать 
трансаминазы для стереоселективного аминирова-
ния кетосоединений в промышленных масштабах [7]. 
К настоящему времени имеется ряд внедренных био-
технологических схем с применением трансаминаз 
и постоянно предлагаются новые [8–14]. Для созда-
ния биокатализаторов на основе трансаминаз необ-
ходимо решить задачи повышения их специфично-
сти к целевому субстрату, смещения равновесия 
реакции трансаминирования в сторону продуктов, 
стабилизации фермента в условиях синтеза [10, 14, 
15]. Проблема стабильности – это не столько терми-
ческая стабильность биокатализатора, сколько ста-
билизация активной конформации биокатализатора 
в рабочих условиях [16, 17]. В случае трансаминаз 
это, в первую очередь, задача стабилизации холо-
фермента в водно-органических средах, так как ор-
ганический растворитель (до 50%) добавляют для по-
вышения растворимости субстрата – кетосоединения 
[7, 10]. Кроме того, у трансаминаз наблюдается вы-
ход кофактора из активного центра, что приводит 
к инактивации фермента [17–19]. Наиболее простой 
и эффективный способ повышения стабильности хо-
лофермента – это добавление в реакционную среду 
избытка кофактора PLP [7, 10, 19]. Однако такой под-
ход не решает проблемы выхода кофактора в фор-
ме пиридоксамин-5’-фосфата (промежуточная фор-
ма кофактора после присоединения аминогруппы 
от субстрата аминокислоты, PMP) [1]. Здесь стабили-
зация в реакционных условиях возможна как путем 
повышения концентрации второго субстрата (кетосо-
единения или акцептора аминогруппы), так и введе-
нием замен в области связывания кофактора [17, 19].

Ранее мы  охарактеризовали трансаминазу 
из грамотрицательной бактерии Desulfomonile 
tiedjei (DestiTA). DestiTA эффективно катализиру-

ет перенос аминогруппы с D-аминокислоты и (R)-
фенилэтиламина на α-кетоглутарат и другие кето-
кислоты (рис. 1) [20]. Также DestiTA эффективно 
работает в трехферментной системе стереоселек-
тивного аминирования α-кетокислот с образовани-
ем D-аминокислот с 99% выходом и энантиомерным 
избытком больше 99% (рис. 2) [20].

В то же время отмечена нестабильность холофер-
мента DestiTA, другими словами, в рабочем буфере 
преобладает апофермент, и для эффективной ра-
боты фермента необходимо вводить избыток PLP 
в реакционную смесь. Для стабилизации холофер-
мента заменили отдельные аминокислотные остатки 
(а.о.) во второй координационной сфере сайта свя-
зывания PLP в активном центре DestiTA. Наиболее 
эффективной оказалась замена T199Q, которая 
сделала возможным образование водородной связи 
между Gln199 и консервативным Glu194, координи-
рующим N1 атом молекулы PLP (рис. 3). Замена 
T199Q привела к снижению константы диссоциации 
холофермента в 5 раз (от 11 ± 1 мкМ у фермента 
WT до 2.2 ± 0.4 мкМ у варианта с заменой T199Q) 
и небольшому увеличению Vmax реакции трансами-
нирования между D-аланином и α-кетоглутаратом 
[20]. Температура полуперехода термической дена-
турации холофермента T199Q повысилась на 1оС, 
однако снизилась на 5оС у апофермента. Мы про-
должили исследование эффекта замены T199Q 
на функционирование DestiTA и проанализировали 
стабильность и эффективность работы холофермен-
та в водно-органических растворах. 

Рис. 1. Схемы реакций трансаминирования
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Получение рекомбинантной DestiTA и ее 
варианта T199Q
Очищенные активные рекомбинантные препараты 
DestiTA WT и ее варианта T199Q получали как опи-
сано ранее [20]. Чистоту и гомогенность препарата 
контролировали с помощью электрофореза в поли-
акриламидном геле в денатурирующих условиях. 
Концентрацию DestiTA определяли спектрофото-
метрически по поглощению при 280 нм.

Стандартная реакция 
Стандартную реакцию трансаминирования 
D-аланин + α-кетоглутарат проводили в 50 мМ 
К-фосфатном буфере, pH 8.0, при 40°С. Концентрации 
D-аланина и α-кетоглутарата составляли 25 и 10 мМ 
соответственно, в присутствии 30 мкМ PLP, 330 мкМ 
NADH и 2 U/мл лактатдегидрогеназы (ЛДГ) кроли-
ка (Sigma, США). Реакцию инициировали внесени-
ем аликвоты препарата DestiTA (0.004 мг/мл) после 
нагревания реакционной смеси до 40°С. За ходом 
реакции следили по сопряженной ферментативной 
реакции, катализируемой ЛДГ, в которой образу-
ющийся в ходе реакции трансаминирования пиру-
ват служит субстратом. ЛДГ катализировала пре-
вращение пирувата в лактат при участии NADH. 
За окислением NADH следили при длине волны 
340 нм (εNADH = 6.22 мМ–1см-1). Измерения проводили 
в кварцевой кювете с длиной оптического пути 0.5 см 
на спектрофотометре Evolution 300 UV-Vis (Thermo 
Fisher Scientific, США). Удельная активность DestiTA 
представлена в U/мг фермента, где 1 U соответствует 
превращению 1 мкмоль субстрата в мин. 

Определение С50(PLP) для DestiTA WT 
и варианта T199Q
Изучали связывание PLP в кинетическом режиме 
в реакционной смеси с ЛДГ, аналогичной описан-
ной выше, однако концентрации субстратов состав-
ляли 100 мМ D-аланина и 10 мМ α-кетоглутарата. 
Концентрации PLP варьировали от 0 до 30 мкМ. 
Реакцию инициировали внесением апоформы 
DestiTA до концентрации 0.01 мг/мл (0.3 мкМ).

Определение кинетических параметров 
полуреакции DestiTA c D-валином
Взаимодействие холофермента (PLP-формы) 
DestiTA (0.72 мг/мл (20 мкМ)) c D-валином (0–50 
мМ) анализировали спектрофотометрически с ис-
пользованием планшетного спектрофотометра 
SPECTROstar Omega. За ходом полуреакции следи-
ли при длине волны 410 нм в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, pH 8.0, 40°C. 

В условиях избытка субстрата полуреакцию 
рассматривали как реакцию первого порядка. 
Наблюдаемую константу скорости полуреакции kobs 
определяли аппроксимацией уравнением (1) зависи-
мости интенсивности поглощения от времени:

         Аt = А∞ + (А0 − А∞) × exp(−kobst),�  (1)

где Аt – значение интенсивности поглощения в мо-
мент времени t, A0 – значение интенсивности погло-
щения в начальный момент времени, A∞ – предель-
ное значение интенсивности поглощения. 

Кинетические параметры полуреакций рассчиты-
вали по уравнению (2):

                    kobs = 
kmax [S]
Kd +[S] + kr , � (2)

где [S] – концентрация субстрата, kmax – максималь-
ная константа скорости полуреакции, Kd– константа 
диссоциации фермент-субстратного комплекса, kr – 
константа скорости, отражающая вклад обратной 
реакции, kmax/Kd – константа специфичности.

Влияние органических растворителей 
на удельную активность ферментов в реакции 
трансаминирования
Влияние растворителей на активность DestiTA ана-
лизировали в стандартной трансаминазной реакции 
D-аланин + α-кетоглутарат. К реакционной смеси 
для этого добавляли 10–20% (v/v) ДМСО, метанола 
или цирена. 

Ввиду высокой оптической плотности цирена 
при 340 нм и денатурации ЛДГ в присутствии 20% 

Рис. 3. Связывание кофактора в активном центре 
модели DestiTA. Показана аминокислотная замена 
T199Q, потенциально приводящая к образованию 
водородной связи Q199/NE2–E194/OE2. Расстояния 
указаны в ангстремах
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(v/v) метанола, для определения ферментативной 
активности из реакционной смеси через опреде-
ленные промежутки времени отбирали аликвоты, 
реакцию останавливали нагреванием до 98°С в те-
чение 5 мин. Затем определяли концентрацию об-
разовавшегося пирувата в аликвоте с помощью ЛДГ 
при 25°С в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, ис-
пользуя линейный калибровочный график – зави-
симость активности ЛДГ от концентрации пирувата. 

Определение наблюдаемой константы 
скорости диссоциации холофермента DestiTA 
при инкубации в буфере и в реакционных 
условиях с субстратами с добавлением 
органических растворителей
Скорость диссоциации холофермента DestiTA опре-
деляли спектрофотометрически по снижению по-
глощения на длине волны 430 нм, что соответствует 
убыли холоформы DestiTA, коэффициент экстинк-
ции – 0.2 мг-1см-1мл. Для этого 0.2–0.6 мг/мл DestiTA 
выдерживали в  50 мМ К-фосфатном буфере 
без субстратов и в присутствии 100 мМ D-аланина 
и 10 мМ α-кетоглутарата при 40°С. Для оценки вли-
яния органических растворителей к реакционным 
смесям добавляли 10–20% (v/v) ДМСО, метано-
ла или цирена. За образованием осадков следили 
при λ = 500–550 нм. Наблюдаемую константу скоро-
сти диссоциации холофермента рассчитывали, ис-
пользуя для обработки экспериментальных кривых 
уравнение (3) и программу Origin 8.0 (Origin Lab, 
США):

               kapp
diss= – 1

[TA]×ε ×
dA
dT ,� (3)

где kapp
diss – искомая константа скорости диссоциации, 

[TA] – концентрация трансаминазы, ε – коэффициент 
экстинкции холоформы при 430 нм, dA/dT – тангенс 
угла наклона экспериментальной кривой. 

Определение температуры полуперехода 
термической денатурации DestiTA WT и T199Q
Дифференциальную сканирующую флуориметрию 
для определения температуры полуперехода (T0.5) 
термической денатурации апофермента и холофер-
мента DestiTA проводили в 50 мМ К-фосфатном 
буфере, рН 8.0. Апофермент получали инкубиро-
ванием препарата DestiTA с 2 мМ фенилгидрази-
на в течение 20 мин при комнатной температуре 
c последующим переводом в буфер с помощью ко-
лонки Desalting (Cytiva, США). Холофермент по-
лучали инкубированием фермента с 300 мкМ PLP 
в течение 1 ч при комнатной температуре. В полу-
ченные препараты холофермента в финальной кон-
центрации 0.07 мг/мл (2 мкМ) добавляли краситель 

25×ProteOrange Protein Gel Stain (Lumiprobe, США). 
Влияние органических растворителей анализирова-
ли, добавляя 10–20% (v/v) метанола, ДМСО и цирена 
в пробы. Измерения проводили с помощью системы 
CFX96 RT-PCR (Bio-Rad, США) в режиме повы-
шения температуры с шагом 0.2°C с последующим 
уравновешиванием образцов в течение 10 с в диа-
пазоне температур от 25 до 90°C на длинах волн 
возбуждения 515–530 нм и эмиссии 560–580 нм со-
ответственно. Для каждого образца получены по три 
экспериментальные кривые. Данные обрабатывали 
сначала в программе CFX Manage software (Bio-Rad) 
и далее в OriginPro 8.0. Значение температуры полу-
перехода термической денатурации (T0.5) определяли 
по максимуму первой производной функции зависи-
мости флуоресценции от температуры. 

Анализ операционной стабильности DestiTA 
WT и T199Q в присутствии органических 
растворителей 
Операционную стабильность DestiTA анализиро-
вали путем инкубации фермента в концентрации 
0.2 мг/мл в 50 мМ К-фосфатном буфере, рН 8.0, 
с добавлением 50 мМ D-глутамата, 50 мМ 3-метил-
2-оксобутирата, 300 мкМ PLP, 10–20% (v/v) ДМСО 
или 10% (v/v) метанола при 40°C. Для измерения ак-
тивности DestiTA отбирали аликвоты образцов не-
посредственно после их подготовки, а также через 1, 
2 и 5 дней инкубации. Активность измеряли в стан-
дартной реакции с D-аланином и α-кетоглутаратом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стабильность холофермента DestiTA 
в реакционных условиях: эффект замены T199Q 
Ранее путем сравнительного анализа свойств 
DestiTA WT и варианта T199Q показали сниже-
ние константы диссоциации холофермента DestiTA 
с введением замены T199Q, которая, по результатам 
моделирования, создает дополнительную водород-
ную связь Q199-E194 в области связывания кофак-
тора [20]. В данной работе мы продолжили анализ 
стабильности холофермента WT и T199Q, но уже 
в реакционных условиях. Для этого оценили эф-
фективность образования в реакционных условиях 
холофермента из апофермента DestiTA и свобод-
ного PLP по параметру С50(PLP) (рис. 4), значения 
которого у WT и варианта составили 0.29 ± 0.07 
и 0.8 ± 0.1 мкМ соответственно. Получается, что за-
мена T199Q в реакционных условиях дестаби-
лизирует холофермент. Чтобы прояснить этот 
вопрос, мы уточнили связывание субстрата фер-
ментом дикого типа и вариантом по первой полу-
реакции деаминирования [1] в отсутствие второго 
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субстрата. Кинетические параметры полуреакции 
с D-валином холофермента WT и варианта T199Q 
составили kmax = 0.068 ± 0.004 c-1 и KD = 0.5 ± 0.1 мМ 
и kmax = 0.019 ± 0.001 c-1 и KD = 10 ± 2 мМ соответ-
ственно. Очевидно, что замена в сайте связывания 
кофактора PLP ухудшила эффективность связыва-
ния субстрата, что не в последнюю очередь влияет 
на параметр С50(PLP) и кинетическую стабильность 
DestiTA. 

Активность DestiTA в водно-органических средах
Для изучения стабильности DestiTA в водно-орга-
нических средах были выбраны ДМСО и метанол, 
широко применяемые в биокаталитических про-
цессах с использованием трансаминаз [8–10]. Выбор 
обусловлен различиями в ключевых физико-хими-
ческих свойствах ДМСО и метанола: гидрофобно-
сти (logP = −1.35 для ДМСО и −0.74 для метано-
ла), дипольном моменте (3.96 Д для ДМСО против 
1.70 Д для метанола) и характере взаимодействия 
с водой. Метанол выступает как донор водородных 
связей, в то время как ДМСО является акцептором, 
что позволяет комплексно оценить влияние разных 
типов растворителей на стабильность фермента. 
Также был опробован растворитель цирен (Cyrene; 
logP = −1.52; 0.93 Д; акцептор водородной связи), ко-
торый активно продвигается на рынке как биораз-
лагаемая, немутагенная и нетоксичная альтернатива 
традиционным диполярным апротонным раствори-
телям ДМСО, N,N-диметилформамиду (ДМФА), ди-
оксану и тетрагидрофурану (ТГФ) [21, 22]. Влияние 

органических растворителей на работу фермента 
оценивали по удельной активности DestiTA в реак-
ции трансаминирования с субстратами D-аланином 
и α-кетоглутаратом (рис. 1) в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, рН 8.0, при 40оС (табл. 1). Показали по-
ложительный эффект замены T199Q на активность 
DestiTA в ДМСО, в то время как в 10−20% цирене 
вариант оказался менее активным. 

Влияние добавок органических растворите-
лей на стабильность DestiTA продолжили изу-
чать как в буфере, так и в реакционных условиях, 
то есть в присутствии субстратов.

Термодинамическая и кинетическая стабильность 
DestiTA в водно-органических средах. Эффект 
замены T199Q
Термодинамическая стабильность холофермента 
с введением замены T199Q увеличилась не только 
в одном буфере [20], но и в буфере с добавлением 
органических растворителей (табл. 2). Для анали-
за температурной стабильности DestiTA методом 
дифференциальной сканирующей флуориметрии 
определяли температуру полуперехода (T0.5) тер-
мической денатурации фермента. В этом экспери-
менте цирен оказывал существенный дестабилизи-
рующий эффект на DestiTA, снижая T0.5 более чем 
на 20°С, в то время как эффекты метанола и ДМСО 
были менее разрушительными. Качественно схо-
жие эффекты растворителей наблюдались ранее 
для удельной активности DestiTA (табл. 1). Нужно 
отметить, что наблюдаемые эффекты определяются 
не только способностью растворителей к образова-
нию водородных связей, но и другими свойствами: 
гидрофобностью растворителей, величиной диполь-
ного момента (параметр µ) и т.д. 

Кинетическую стабильность DestiTA WT и вари-
анта T199Q определяли по скорости выхода кофакто-
ра из активного центра, приводящего к инактивации 

Рис. 4. Зависимость удельной активности DestiTA 
WT и варианта T199Q от концентрации PLP в реак-
ции трансаминирования между 100 мМ D-аланином 
и 10 мМ α-кетоглутаратом (насыщающие концентра-
ции) в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, 40°C
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Таблица 1. Удельная активность WT DestiTA и ее 
варианта T199Q в реакции трансаминирования между 
D-аланином и α-кетоглутаратом (ненасыщающие 
концентрации) в 50 мМ К-фосфатном буфере, рН 8.0, 
при 40оС 

Органический 
растворитель, %

Удельная активность, U/мг
WT T199Q

нет 3.4 ± 0.2 2.8 ± 0.3

Метанол 
10 3.7 ± 0.1 2.9 ± 0.2
20 2.3 ± 0.3 2.0 ± 0.2

ДМСО
10 2.7 ± 0.1 2.8 ± 0.1
20 2.1 ± 0.2 3.0 ± 0.1

Цирен
10 2.4 ± 0.3 1.8 ± 0.2
20 2.0 ± 0.2 Нет активности
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фермента, за которой можно наблюдать по измене-
нию спектра холофермента (рис. 5). Эксперимент 
проводили как в буфере, так и в условиях реакции, 
то есть в присутствии двух субстратов, D-аланина 
и α-кетоглутарата, что определило присутствие ко-
фактора как в форме PLP, так и в промежуточной 
форме PMP. Наблюдаемая константа скорости диссо-
циации холофермента (kapp

diss) в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, рН 8.0 в отсутствие субстратов оказалась 
сопоставимой у DestiTA WT и варианта и состави-
ла (12.2 ± 0.4) × 10-3 и (20 ± 4) × 10-3 мин-1 при 40°С 
соответственно. Наблюдаемая константа скорости 
диссоциации (kapp

diss) кофактора в условиях реакции 
оказалась практически на порядок выше у варианта 
T199Q, то есть в реакционных условиях кинетиче-
ская стабильность DestiTA с заменой T199Q ниже, 
чем у WT (табл. 3). 

Если температуру полуперехода при термической 
денатурации можно с осторожностью рассматривать 
как меру термодинамической стабильности бел-
ка (только для обратимо денатурирующих белков, 
у DestiTA наблюдается агрегация в ходе нагрева-
ния), то константа диссоциации холофермента – это 
объективный параметр термодинамической стабиль-
ности холофермента, и, очевидно, холофермент ва-
рианта стабильнее, чем холофермент WT. Однако 
кинетическая стабильность, которая характеризует-
ся kapp

diss и определяет скорость инактивации, у ва-
рианта ниже. Возможно, изменение эффективности 
связывания субстрата при введении аминокислот-
ных замен в активный холофермент (см. раздел 
выше) также вносит поправку в величину кинети-
ческой стабильности. В случае DestiTA исходный 
WT оказывается стабильнее варианта, особенно 
в условиях реакции. Здесь может сказываться сни-
жение стабильности апоформы варианта T199Q, ко-
торая накапливается в ходе реакции, особенно в ус-
ловиях без добавления свободного PLP [19].

Что касается эффектов органических раствори-
телей, то ДМСО в реакционных условиях в присут-
ствии субстратов стабилизирует холофермент WT, 

Таблица 2. Влияние органических растворителей 
на температуру полуперехода (T

0.5
) DestiTA WT 

и T199Q в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, с до-
бавлением органических растворителей

Органический  
растворитель, %

T0.5, °C
WT T199Q

нет 64.4 ± 0.2 65.7 ± 0.1
Метанол, 10 59.9 ± 0.3 61.2 ± 0.4
Метанол, 20 49.5 ± 0.6 53.0 ± 0.2
ДМСО, 20 57.7 ± 0.5 58.1 ± 0.2
Цирен, 20 40.6 ± 0.8 42.7 ± 0.8
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Рис. 5. Схема инактивации DestiTA в буфере и в усло-
виях реакции (А). Спектры поглощения PLP- (черный) 
и PMP-формы (синий) холофермента и апофермента 
(красный) (Б). Спектры нормированы на поглощение 
при 280 нм

Таблица 3. Диссоциация холофермента в реакционных 
условиях (насыщающие концентрации субстратов) 
с добавлением органических растворителей в 50 мМ 
К-фосфатном буфере, рН 8.0, при 40°C

Органический  
растворитель, %

kapp
diss × 103, мин-1

WT T199Q
Нет 12.8 ± 0.3 100 ± 20

Метанол 
10 27 ± 1 280 ± 15
20 осадки осадки

ДМСО
10 12.7 ± 0.4 110 ± 15
20 7.1 ± 0.4 120 ± 10

Цирен 10 осадки осадки

но не оказывает значимого влияния на вариант с за-
меной T199Q. При этом удельная активность WT 
в ДМСО снижается (табл. 1). Здесь можно пред-
положить, что органический растворитель попадает 
в активный центр фермента и влияет на скорость 
элементарных стадий [23, 24]. 

Операционная стабильность DestiTA в водно-
органических растворах. Эффект замены T199Q
Операционная стабильность биокатализатора – это 
важный фактор эффективности работы фермента 
в конкретных реакционных условиях. Операционная 
стабильность определяется по остаточной актив-
ности фермента в реакционных условиях, то есть 
в присутствии субстратов, избытка PLP и прочих 
добавок [18]. Последнее принципиально отличает 
данный эксперимент от анализа кинетической ста-
бильности, который проводится с холоферментом 
без избытка PLP. 
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Операционная стабильность DestiTA представлена 
на рис. 6. Интересно, что избыток PLP эффективно 
стабилизирует фермент дикого типа (WT) и в мень-
шей степени вариант T199Q. Воспроизводятся эф-
фекты растворителей на величину константы ско-
рости диссоциации холофермента (табл. 3). Видимо, 
добавление свободного PLP не исправляет кинетиче-
скую нестабильность варианта. Очевидно также и то, 
что избыток PLP значительно стабилизирует актив-
ную форму фермента, поддерживая его работу в те-
чение нескольких суток. В аналогичных условиях, 
но без избытка PLP, времена полуинактивации холо-
фермента WT и варианта T199Q составляют около 50 
и 7 мин соответственно (табл. 3).

Таким образом, как показали результаты экспе-
риментов, стабильность DestiTA убывает в линейке 
растворителей ДМСО > метанол > цирен. Введение 
замены T199Q приводит к небольшому повыше-
нию термостабильности DestiTA как в буфере, 
так и в водно-органических растворах, далее к ста-
билизации холофермента в буфере, но не в услови-

ях реакции независимо от добавления органическо-
го растворителя. Кинетическая стабильность – это 
комплексный параметр, который включает как ми-
нимум стабильность холофермента и апофермента, 
эффективность связывания субстрата и эффектив-
ность связывания кофактора. И некоторое (в пре-
делах одного порядка) повышение эффективности 
связывания PLP не дает возможности однозначно 
предсказать изменение кинетической или операци-
онной стабильности трансаминазы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на многолетнюю историю изучения PLP-
зависимых ферментов, ключевым вызовом в совре-
менном ферментативном катализе остается создание 
на основе трансаминаз стабильных биокатализаторов 
для промышленного применения. Связывание PLP 
в активном центре трансаминаз, в частности DestiTA, 
определяет не только каталитические свойства фер-
ментов, но и их стабильность. Изменение сайта свя-
зывания PLP оказывает комплексное воздействие 
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Рис. 6. Остаточная активность DestiTA (0.2 мг/мл) WT и T199Q при выдерживании в 50 мМ К-фосфатном буфе-
ре, рН 8.0, с добавлением 50 мМ D-глутамата, 50 мМ 3-метил-2-оксобутирата, 300 мкМ PLP, а также с добавле-
нием 10% (v/v) ДМСО (А), 20% (v/v) ДМСО (Б), 10% (v/v) метанола (В) и без органических растворителей (Г). 
У WT 100% удельной активности соответствует 3.4 ± 0.2 U/мг и 2.8 ± 0.2 U/мг – у T199Q 
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на самые разные параметры фермента, а именно, 
каталитическую эффективность, термостабильность, 
операционную стабильность, устойчивость в водно-
органических растворах. В этом контексте DestiTA 
как умеренно термостабильный фермент оказыва-
ется стабильным в буферах с долей органического 
растворителя до 20%. Замена аминокислотного остат-
ка T199Q приводит к повышению термостабильно-
сти и сохранению активности фермента в реакции 
D-аланин + α-кетоглутарат в водно-органических 
средах, однако снижает его кинетическую и опера-
ционную стабильность. Введение аминокислотной 
замены T199Q стабилизирует холофермент, но деста-

билизирует апофермент DestiTA и снижает каталити-
ческую эффективность полуреакции деаминирования 
D-аминокислоты. Можно заключить, что для стаби-
лизации DestiTA в биотехнологических процессах 
предпочтительнее повышение стабильности белко-
вой глобулы (апофермента), так как стабильность хо-
лофермента достигается повышением концентрации 
PLP в реакторе. Проведенные исследования в оче-
редной раз подтвердили эффективность стабилиза-
ции трансаминаз избытком свободного PLP. 

Работа поддержана Российским научным фондом, 
грант № 23-74-30004.
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