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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

FAD - флавинадениндинуклеотид 

DAAO - оксидаза D-аминокислот 

OpaDAAO - оксидаза D-аминокислот из дрожжей Ogataea parapolymopha 

TvDAAO - оксидаза D-аминокислот из дрожжей Trigonopsis variabilis 

RgDAAO - оксидаза D-аминокислот из дрожжей Rhodotorula gracilis 

pkDAAO - оксидаза D-аминокислот из почки свиньи 

hDAAO - оксидаза D-аминокислот из человека 

ApDAAO - оксидаза D-аминокислот из Arthrobacter protophormiae 

CbDAAO - оксидаза D-аминокислот из дрожжей Candida boidinii 

ChDAAO - оксидаза D-аминокислот из гепатопанкреаса карпа 

ceDAAO - оксидаза D-аминокислот из нематоды Caenorhabditis elegans 

NhyDAAO - оксидаза D-аминокислот из бактерии Natronosporangium hydrolyticum 

NhaDAAO - оксидаза D-аминокислот из археи Natrarchaeobius halalkaliphilus 

GthDAAO - оксидаза D-аминокислот из бактерии Gandjariella thermophila 

RraDAAO - оксидаза D-аминокислот из бактерии Rubrobacter radiotolerans 

FADP - флавинадениндинуклеотидфосфат 

ИПТГ - изопропил-β-D-тиогалактопиранозид 

ПХ - пероксидаза из корней хрена 

ОДН - орто-дианизидин 

БСА - бычий сывороточный альбумин 

CPC 

ВЭЖХ 

- цефалоспорин С 

-высокоэффективная жидкостная хроматография 

7-АЦК  - 7-аминоцефалоспорановая кислота 

α-кетоадипил 
-7-АЦК 

- α-кетоадипил-7-аминоцефалоспорановая кислота 

глутарил-7-
АЦК 

- глутарил-7-аминоцефалоспорановая кислота 

PDB - база данных белковых структур (Protein Data Bank) 

GLA 

GOX 

КPB 

 

- глутарил-7-АЦК ацилаза 

-глициноксидаза 

-калий-фосфатный буфер 
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1. ВВЕДЕНИЕ 

Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3.) – это фермент, специфично 

окисляющий D-аминокислоты в соответствующие кетокислоты с образованием 

пероксида водорода и иона аммония. Фермент содержит молекулу кофактора FAD в 

активном центре. DAAO играет важные и разнообразные роли в биохимических 

процессах в живых организмах и имеет широкое практическое применение. 

В микроорганизмах DAAO участвует в метаболизме D-аминокислот, которые 

могут быть использованы в качестве источника углерода и азота. В млекопитающих 

роль оксидазы D-аминокислот намного более разнообразна, так как D-

аминокислоты выполняют роль нейромедиаторов и регуляторов гормонов. Так, 

например, D-Ser и D-Ala являются коагонистами NMDA рецепторов: пониженный 

уровень D-Ser коррелирует с развитием шизофрении, а повышенный уровень D-Ala 

коррелирует с развитием болезни Альцгеймера. Накопление D-Asp в хрящевой 

ткани и дентине коррелирует с возрастом. Также была установлена статистически 

значимая корреляция между уровнем D-Phe и развитием гестационного диабета у 

беременных женщин. 

Оксидаза D-аминокислот находит широкое применение в различных областях 

биотехнологии. В первую очередь стоит отметить использование DAAO в 

биферментном биокаталитическом крупнотоннажном производстве 

7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-АЦК) из цефалоспорина С, которая является 

прекурсором для полусинтетических цефалоспориновых антибиотиков различных 

поколений. Также стоит отметить синтез α кетокислот, получение из смеси 

рацематов неприродных L-аминокислот, различные области аналитической 

биотехнологии (определение биологически важных субстратов, микробное 

заражение), и медицинскую диагностику. 

Однако существуют проблемы, препятствующие широкому применению 

оксидазы D-аминокислот на практике. Во-первых, широкая субстратная 

специфичность DAAO мешает определению одного субстрата в присутствии 

другого, что часто встречается при анализе биологических образцов. До настоящего 

времени было охарактеризовано малое количество оксидаз D-аминокислот. Поэтому 
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для определения некоторых практически важных субстратов до сих пор нет 

подходящего фермента. Во-вторых, все известные на данный момент дрожжевые 

DAAO имеют разные pH-профили активности и стабильности. Это приводит к тому, 

что фермент является либо малостабильным в операционных условиях, либо 

малоактивным в условиях его максимальной стабильности. Также существует 

проблема невысокой температурной и химической стабильности и недостаточной 

активности изученных ферментов в реакции окисления цефалоспорина С – наиболее 

значимого промышленного процесса с использованием DAAO. 

Существует несколько путей решения данных проблем: один из них — это 

поиск и изучение новых ферментов из различных организмов. Развитие технологий 

высокопродуктивного секвенирования позволило определить последовательности 

десятков (даже сотен) тысяч геномов самых разных микроорганизмов. Эти 

последовательности создали базу для поиска новых генов, кодирующих оксидазы 

D-аминокислот. Другой путь – это получение мутантных форм уже известных 

ферментов с улучшенными свойствами в требуемых условиях. 

Степень разработанности темы исследования. 

Дрожжевые оксидазы D-аминокислот являются малоизученными 

ферментами, для некоторых практически важных субстратов до сих пор нет 

подходящего фермента. Два фермента — TvDAAO и RgDAAO, имеют многолетнюю 

историю изучения и практическое применение. Проводились работы по белковой 

инженерии этих ферментов, в том числе и для их адаптации к биотехнологическим 

процессам, однако для многих случаев их свойства остаются 

неудовлетворительными. Поиск новых оксидаз D-аминокислот затруднен из-за 

низкой гомологии ферментов, исторически гены оксидаз D-аминокислот в 

микроорганизмах находили путем микробиологического скрининга при росте 

культур на D-аминокислотах. 

Цели и задачи исследования. Целью данной работы является получение оксидаз 

D-аминокислот с заданными свойствами. 

Задачи исследования: 

1. Поиск, получение и характеризация новых оксидаз D-аминокислот из 

дрожжей Ogataea parapolymorpha DL-1. 
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2. Разработка метода поиска новых оксидаз D-аминокислот по геномным 

данным и предсказание их субстратной специфичности. 

3. Получение мутантов оксидазы D-аминокислот из дрожжей Trigonopsis 

variabilis с одновременно улучшенными свойствами в реакции окисления 

цефалоспорина С, повышенной температурной и химической стабильностью. 

Научная новизна. В ходе выполнения данной работы впервые в мире были 

клонированы и изучены шесть генов, кодирующих оксидазы D-аминокислот, из 

одного организма. Изученные ферменты обладают уникальными свойствами - как 

субстратной специфичностью, так и pH-профилями активности и стабильности. 

С рядом практически значимых субстратов многие новые ферменты обладают 

лучшими каталитическими параметрами среди всех известных DAAO. Полученные 

данные являются существенным вкладом в более глубокое понимание взаимосвязи 

структура-функция и биологической роли оксидазы D-аминокислот в дрожжах. 

Разработан биоинформационно-структурный подход к поиску новых оксидаз 

D-аминокислот. Добавление к известной методике поиска новых генов в геномах 

организмов по гомологии аминокислотных последовательностей стадии 

структурного анализа отобранных кандидатов позволяет отличить гены оксидаз 

D-аминокислот от генов других похожих ферментов, а также предсказать их 

субстратную специфичность. 

Показано, что объединение аминокислотных замен с различным характером 

улучшающих эффектов имеет аддитивный эффект, что приводит к одновременному 

улучшению свойств фермента, как в случае каталитических параметров, так и 

температурной и химической стабильности. 

Практическая значимость работы. 

Изученные оксидазы D-аминокислот из дрожжей O. parapolymorpha DL-1 

обладают наилучшими каталитическими параметрами по ряду субстратов. Также 

некоторые из них обладают высокой температурной стабильностью, что делает их 

интересными для применения на практике. 

Разработанный подход к поиску новых оксидаз D-аминокислот позволяет 

проводить поиск DAAO по геномным данным и предсказывать их субстратную 
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специфичность по структурным данным, что значительно упрощает проблему 

получения оксидаз D-аминокислот с заданными свойствами. 

Полученные биокатализаторы на основе оксидазы D-аминокислот из 

дрожжей T. variabilis одновременно обладают самыми высокими каталитическими 

параметрами в реакции окисления цефалоспорина С и самыми высокими 

стабильностями к инактивации под действием температуры и пероксида водорода, 

что делает эти ферменты перспективными для использования в биокаталитическом 

промышленном процессе получения 7-аминоцефалоспорановой кислоты. 

Методология и методы исследования. В рамках данной работы были 

использованы следующие методы и подходы: биоинформатика (поиск 

последовательностей по базам данных, построение множественных выравниваний 

аминокислотных последовательностей, конструирование праймеров), структурная 

биология (построение модельных структур, докинг, молекулярная динамика); 

методы генетической инженерии (полимеразная цепная реакция, рестрикция, 

лигирование, выделение ДНК, получение плазмид); методы молекулярной биологии 

(трансформация, экспрессия рекомбинантных белков в клетках E. coli); 

хроматографические методы (ионообменная хроматография, гель фильтрация); 

аналитические методы (спектрофотометрия, ВЭЖХ), химическая энзимология 

(выделение и очистка белков, гель-электрофорез, методы ферментативной 

кинетики). 

Личный вклад автора. Экспериментальные результаты, представленные в 

диссертации, получены лично автором или при его непосредственном участии на 

всех этапах работы под руководством проф., д.х.н. Тишкова В.И. и к.х.н. Атрошенко 

Д.Л. Автор самостоятельно изучил современные литературные данные по теме 

исследования и на их основании составил обзор литературы. Соискатель 

самостоятельно определил цели и задачи, составил план работы, принимал активное 

участие в проведении исследований и анализе полученных результатов. Автором 

была проведена значительная работа над текстом опубликованных статей, а также 

представление их в редакции журналов. На защиту вынесены только те положения 

и результаты экспериментов, в получении которых роль соискателя была 

определяющей. 
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Положения, выносимые на защиту. 

1. В геноме дрожжей O. parapolymorpha DL-1 имеются шесть генов, 

кодирующих оксидазы D-аминокислот. Все OpaDAAO обладают уникальными 

спектрами субстратной специфичности, что обуславливается строением их 

активных центров. 

2. Добавление стадии структурного анализа к биоинформационному поиску по 

гомологии позволяет однозначно идентифицировать DAAO в геномах 

микроорганизмов. Анализ модельных структур активных центров и их сравнение с 

активными центрами уже известных ферментов позволяет предсказать их 

субстратную специфичность. 

3. Объединение мутаций TvDAAO имеет аддитивный эффект и приводит к 

одновременному улучшению каталитических параметров фермента в реакции с 

цефалоспорином С, повышению температурной и окислительной стабильности. 

Степень достоверности и апробация работы. Достоверность данных 

экспериментов обеспечена использованием современных методов исследования, 

проведением ряда независимых экспериментов с использованием положительных и 

отрицательных контролей. Все эксперименты проводили на сертифицированном 

оборудовании в трех и более независимых повторах, для анализа данных 

использовали современные методы статистической обработки. 

Основные результаты работы были представлены на Международных и 

Российских конгрессах и конференциях: 6th International Conference on Catalysis and 

Chemical Engineering (Дубай, ОАЭ, 2022), IX Всероссийская научная молодежная 

школа конференция "Химия, физика, биология: пути интеграции" (Москва, Россия, 

2022), Международные научные конференции студентов, аспирантов и молодых 

ученых «Ломоносов» (Москва, Россия, 2022, 2021, 2019, 2017), VII 

Междисциплинарная конференция МОБИ-ХимФарма 2021 (Москва, Россия, 2021), 

IX Международная научно-практическая конференция «Биотехнология: наука и 

практика» (Крым, Россия, 2021), XX Международная конференция молодых учёных 

«Леса Евразии – Карельские Леса» (Петрозаводск, Россия, 2021), XXXVI 

Всероссийский симпозиум молодых ученых по химической кинетике (Московская 

обл., Россия, 2019), 43rd and 42nd FEBS Congress, (Прага, Чехия, 2018, Иерусалим, 
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Израиль, 2017), Biocatalysis 2017: Fundamentals & applications (Москва, Россия, 

2017). 

Публикации. По материалам работы опубликовано 6 статей в рецензируемых 

научных журналах, индексируемых базами Web of Science и Scopus, 16 тезисов 

конференций (из них 2 публикации в журналах из списка Web of Science и Scopus). 

Структура и объем работы. Диссертационная работа состоит из введения, обзора 

литературы, описания материалов и методов исследования, результатов и их 

обсуждения, заключения, выводов, и списка цитируемой литературы. 

Диссертационная работа изложена на 132 страницах и содержит 34 рисунка, 32 

таблицы и 131 ссылку.  
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

2.1. Общие сведения об оксидазе D-аминокислот 

2.1.1. Общие сведения 

Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) — это фермент класса 

флавопротеинов, специфично окисляющий D-аминокислоты в соответствующие 

альфа-кетокислоты с образованием пероксида водорода и иона аммония. Данный 

фермент содержит флавинадениндинуклеотид (FAD) в активном центре в качестве 

кофактора, также имеет кислородный канал, по которому молекулы кислорода 

попадают в активный центр. Отличительной структурной особенностью данного 

фермента является наличие укладки по Россману во 

флавинадениндинуклеотид-связывающем домене [1]. 

 

Рис. 2.1. Модельная структура OpaDAAO1. 
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Впервые оксидаза D-аминокислот была обнаружена и первично 

охарактеризована Хансом Кребсом в 1935 году в ходе экспериментов по изучению 

экстрактов из почек свиньи [2]. С тех пор DAAO стала важным модельным объектом 

для ферментов класса флавопротеинов и активно используется в 

биотехнологических процессах. 

Ферменты класса флавопротеинов объединяют следующие свойства: они 

используют кислород в окислительно-восстановительной реакции и окисляют 

субстрат с помощью молекулы флавинадениндинуклеотида или альтернативных 

кофакторов [3]. 

В биотехнологических процессах оксидаза D-аминокислот наиболее широко 

известна в качестве биокатализатора, применяющегося в двухферментном процессе 

получения 7-аминоцефалоспорановой кислоты из цефалоспорина С. В данном 

процессе DAAO катализирует первую стадию – получение 

глутарил-7-аминоцефалоспорановой кислоты (глутарил-7-АЦК) из цефалоспорина 

С, который является производным D-аминокислоты. Вторую стадию 

процесса - получение 7-АЦК из глутарил-7-АЦК катализирует второй фермент 

глутарил-7-АЦК ацилаза (GLA). Также оксидаза D-аминокислот используется для 

получения альфа-кетокислот из различных D-аминокислот, получения чистых 

L-аминокислот из рацематной смеси, аналитического определения D-аминокислот и 

во многих других областях. Дрожжевые оксидазы D-аминокислот наиболее часто 

используются в промышленности благодаря их высокой активности и 

температурной стабильности [4]. 

Биологическая роль DAAO не до конца изучена, считается, что DAAO в 

микроорганизмах выполняет функцию катаболизма D-аминокислот, а в животных 

может выполнять и регуляторную функцию, отвечая за метаболизм гормонов и 

нейромедиаторов [5]. 

2.1.2. Оксидазы D-аминокислот из различных организмов 

Гены, кодирующие оксидазы D-аминокислот, были обнаружены в геноме 

организмов из всех царств. Наиболее изученными являются DAAO из дрожжей, так 

как они обладают наилучшими каталитическими параметрами и находят 
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непосредственное практическое применение. Также активно изучается DAAO 

человека, так как она играет важную роль в метаболизме нейромедиатора D-серина – 

коагониста N-метил-D-аспартат (NMDA) рецепторов [114]. Регуляция ее активности 

имеет непосредственное медицинское значение, поэтому поиск ее ингибиторов 

является важной задачей для фармацевтики. Было установлено, что пониженный 

уровень D-серина коррелирует с развитием шизофрении, а повышенный уровень 

D-серина наблюдается при боковом амиотрофическом склерозе (БАС) [6]. Также 

были охарактеризованы оксидазы из гепатопанкреаса карпа (ChDAAO) [7], 

нематоды Caenorhabditis elegans (ceDAAO) [8] и других организмов. 

Особое внимание стоит уделить оксидазам D-аминокислот из 

микроорганизмов. DAAO были найдены как в бактериях, так и в дрожжах. В 

бактериях с помощью биоинформатического анализа было найдено более 200 генов, 

предположительно кодирующих оксидазы D-аминокислот, однако только 11 из них 

обладают значительной идентичностью аминокислотных последовательностей с 

дрожжевыми DAAO (в диапазоне от 25 до 31%) [9]. В основном данные гены 

находятся в грамположительных актинобактериях, так как клеточная стенка 

бактерий содержит производные D-аланина и D-глутамата, которые DAAO способна 

окислять, разрушая тем самым клеточную стенку. Также пероксид водорода, 

который является побочным продуктом реакции DAAO, является токсичным для 

бактерий из-за отсутствия у них пероксисом для безопасной утилизации 

высокоактивных форм кислорода (ROS). Поэтому в бактериях для метаболизма 

D-аминокислот чаще всего встречается FAD-содержащая дегидрогеназа 

D-аминокислот, которая способна метаболизировать D-аминокислоты без участия 

кислорода. На данный момент выделены и изучены всего три бактериальные 

оксидазы: DAAO из актинобактерий Arthrobacter protophormiae (ApDAAO) [10], 

Rubrobacter xylanophilus (RxDAAO) [11] и Streptomyces coelicolor (ScDAAO) [12].  

В эукариотах DAAO встречается намного чаще. Гены, предположительно 

кодирующие оксидазы D-аминокислот, были найдены почти во всех 

секвенированных геномах дрожжей. Ферментативная активность DAAO была 

обнаружена и описана в следующих видах дрожжей: Rhodotorula gracilis [13], 
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Trigonopsis.variabilis [14], Hansenula polymorpha [15], Fusarium solani [16], Candida 

boidinii [17], Fusarium oxysporum [18] и Rasamsonia emersonii [19]. 

Столь обширное присутствие DAAO в дрожжах объясняется наличием у них 

особой органеллы – пероксисомы, в которой могут происходить окислительные 

процессы с образованием высокоактивных форм кислорода без ущерба для 

микроорганизма. В структуре дрожжевых DAAO часто присутствует специальная 

сигнальная последовательность – PTS1 (Ser-(Lys/His/Arg)-Leu), которая связывается 

с рецепторами, отвечающими за доставку ферментов в пероксисомы. При 

экспрессии оксидазы D-аминокислот количество и размер пероксисом в дрожжах 

увеличивается. Это было показано на примере дрожжей Rhodotorula gracilis [20] и 

Candida boidinii [15]. Однако не все дрожжевые оксидазы D-аминокислот обладают 

пероксисомальной сигнальной последовательностью и было обнаружено, что DAAO 

могут проявлять активность и в цитозоле (на примере дрожжей Candida boidinii и 

Hansenula polymorpha) [17]. Экспрессия DAAO индуцируется D-аминокислотами, 

причем для разных генов наилучшие индукторы отличаются. Например, для DAAO 

из дрожжей T. variabilis лучшими индукторами являются D,L-Met, D,L-Ala, D,L-Leu 

и D,L-Val, а также индукция может вызываться синтетическими D-аминокислотами, 

которые не метаболизируются [21]. 

2.1.3. Биологическая роль оксидазы D-аминокислот 

Биологическая роль оксидаз D-аминокислот очень разнообразна и 

отличается в разных организмах. Чем сложнее организм, тем более разноплановые 

роли имеют DAAO. Считается, что в микроорганизмах DAAO выполняет функцию 

метаболизма D-аминокислот, использование их в качестве источника азота и иногда 

углерода. В млекопитающих же DAAO выполняет чаще регуляторную функцию, 

отвечая за метаболизм гормонов и нейромедиаторов, которые представляют собой 

D-аминокислоты [4]. 

Изменения уровней D-аминокислот имеют большое влияние на организм в 

целом. Например, было показано, что выключение гена daao и повышение 

концентрации D-аминокислот в тканях мозга мышей улучшают пространственное 

обучение. Был проведен эксперимент по сравнению скорости обучения мышей с 
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нокаутом гена daao с обычными мышами в лабиринте Морриса, который является 

тестом на пространственное мышление и память у грызунов. Было обнаружено, что 

мыши с нокаутом гена daao имеют преимущество в данном тесте по сравнению с 

обычными мышами, что может свидетельствовать о более высокой скорости 

пространственного обучения [22]. 

Наиболее активно изучаемой ролью DAAO в млекопитающих является 

регуляция уровня D-серина. Данная D-аминокислота является нейромедиатором, 

нейромодулятором рецепторов N-метил-D-аспартат (NMDA) в мозгу. Оксидаза 

D-аминокислот у человека имеет белок-активатор G72, который регулирует ее 

активность. Было показано, что мутации в гене данного белка и в гене DAAO 

коррелируют с развитием шизофрении. Повышение уровня экспрессии 

белка-активатора G72 приводит к повышению активности DAAO, что в свою 

очередь приводит к понижению уровня D-серина и, соответственно, активности 

NMDA-рецепторов, которые выполняют множественные функции в нейронах [23]. 

Помимо шизофрении нарушения активности DAAO связывают с болезнью 

Альцгеймера, так как повышенный уровень D-Ala в сером веществе и 

спинномозговой жидкости коррелирует с развитием этой болезни [24]. 

Важной физиологической ролью DAAO является регуляция секреции 

гормонов. Одним из важнейших регуляторов секреции гормонов в млекопитающих 

является D-аспартат. Данная D-аминокислота регулирует секрецию мелатонина, 

пролактина, тестостерона, лютеинизирующего гормона и гормона роста. 

Соответственно, нарушения его метаболизма могут приводить к большому 

количеству разнообразных заболеваний. Также было показано, что D-аспартат 

накапливается с возрастом в хрящевой ткани, дентине и белом веществе, что может 

использоваться в качестве возрастного маркера [91-93]. 

Была установлена статистически значимая корреляция между уровнем D-Phe 

в моче беременных женщин и развитием у них гестационного сахарного диабета. 

Исследования проводились с помощью метода газовой хроматографии и 

масс-спектрометрии, и каузация данного механизма не была установлена, однако эти 

данные можно использовать для медицинского анализа и ранней диагностики 

сахарного диабета у беременных женщин [111]. 
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DAAO способна метаболизировать неканоничные D-аминокислоты в живых 

организмах. Одним из примеров является нитроаргинин. Данное вещество является 

ингибитором NO-синтетазы – регулятора артериальной гипертензии. Нитроаргинин 

существует в клетке в виде смеси L- и D-изомеров: изначально синтезируется 

нитро-D-аргинин, который затем превращается в биологически активный L-изомер. 

Данный процесс обеспечивается в том числе и с помощью оксидазы D-аминокислот 

[94]. 

Также DAAO предположительно является компонентом антибактериальной 

системы в нейтрофилах, метаболизирует экзогенные D-аминокислоты в печени и 

участвует в синтезе пептидных гормонов. Предполагается, что DAAO участвует в 

метаболизме D-тиазолин-2-карбоксиловой кислоты в печени млекопитающих, 

которая является частью внутриклеточной сигнальной системы для различных 

гормонов [25]. 

В случае немлекопитающих одной из интересных ролей DAAO является 

регуляция осмотического давления у ракообразных и двустворчатых моллюсков. 

Было показано, что в условиях солевого стресса, у данных типов организмов в 

тканях накапливается D-аланин [26]. 
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Таблица 2.1.  
Биологическая роль DAAO в различных организмах [5]. 

 

2.1.4. Практическое применение оксидазы D-аминокислот 

Оксидаза D-аминокислот находит очень широкое применение в различных 

областях человеческой деятельности. В первую очередь стоит отметить, конечно же, 

промышленное применение оксидазы D-аминокислот для получения 

7-аминоцефалоспорановой кислоты, о чем уже было упомянуто ранее. 

Ежегодное производство 7-АЦК составляет более 2000 тонн и общий рынок 

насчитывает более 400 миллионов долларов США [65]. 7-АЦК является 

прекурсором множества цефалоспориновых антибиотиков различных поколений 
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включая цефотаксим, цефтриаксон, цефазолин, цефоперазон, цефиксим и др. Общий 

рынок антибиотиков и антимикробных препаратов оценивается в более 24 

миллиардов долларов США, из них половина приходится на бета-лактамы. 

Изначально 7-АЦК получали с помощью органического синтеза, но этот процесс 

оказался малоэффективен, не экологичен и получаемый продукт содержал большое 

количество примесей (до 30%) [27]. Поэтому на смену ему в 1990-х годах был 

разработан биокаталитический метод. Для получения 7-АЦК из цефалоспорина С 

используют двухферментную систему из оксидазы D-аминокислот и 

глутарил-7-АЦК ацилазы. На первой стадии процесса цефалоспорин С окисляется 

DAAO до α-кетоадипил-7-АЦК, которая далее за счет реакции с пероксидом 

водорода (продукт первой ферментативной реакции) декарбоксилируется до 

глутарил-7-АЦК. На второй же стадии глутарил-7-АЦК гидролизируется до 

7-аминоцефалоспораной кислоты глутарил-7-АЦК ацилазой. Полная схема данного 

процесса представлена ниже на рис. 2.2. 

 

Рис. 2.2 Биокаталитическая схема синтеза 7-аминоцефалоспорановой 
кислоты. 
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Данный метод позволил снизить стоимость производства 

7-аминоцефалоспорановой кислоты почти в два раза, а количество неэкологичных 

отходов производства (в первую очередь потребление органических растворителей) 

снизилось более чем в 200 раз [28]. 

Однако данный биотехнологический процесс нуждается в дальнейшей 

оптимизации. Одной из составляющих стоимости производства является стоимость 

используемых биокатализаторов на единицу продукта. Данную проблему можно 

решить несколькими способами: увеличить выход биокатализатора при 

культивировании штаммов-продуцентов и снизить стоимость его производства или 

же создать более активный и более стабильный биокатализатор, который можно 

будет использовать в меньших количествах и более продолжительное время при 

сохранении объемов выхода продукта. 

Помимо синтеза 7-АЦК DAAO используется при получении чистых 

энантиомеров различных аминокислот. Ярким примером служит получение 

энантиомеров β-разветвленных α-аминокислот. Данный тип аминокислот может 

принимать различные ригидные формы и используется в качестве искусственных 

ингибиторов различных ферментов и антагонистов рецепторов. Оксидаза 

D-аминокислот используется для дерацемизации продуктов после неселективного 

синтеза и стереоинверсии β- и ϒ-заместителей α-аминокислот. Такой метод 

позволяет добиться более высоких выходов по сравнению с хиральным синтезом 

[34]. 

Недавно был предложен биокаталитический способ синтеза L-Эритрулозы с 

использованием каскада трех иммобилизованных вместе ферментов: DAAO, 

каталазы и транскетолазы (рис. 2.3.) [63]. 

 

Рис. 2.3. Схема синтеза L-эритрулозы из D-Ser и гликолевого альдегида с 
использованием каскада ферментов. 
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Другим примером использования DAAO в синтезе хиральных соединений 

является синтез L-6-гидроксинорлейцина. L-6-гидроксинорлейцин – это прекурсор 

ингибиторов вазопептидазы, ангиотензинпревращающего фермента 

(Омапатрилата), сидерофоров, индоспицина и аналогов пептидных гормонов. 

Данный препарат синтезируется органическим способом с дальнейшим 

ферментативным разделением рацематной смеси. Для удаления D-изомера из 

рацематной смеси используется оксидаза D-аминокислот [35][96]. 

Кроме синтеза различных соединений DAAO используется для детекции и 

определения концентрации D-аминокислот в различных условиях. Можно выделить 

две основные сферы применения DAAO: пищевая промышленность и медицина. В 

пищевой промышленности DAAO используется для контроля процесса 

ферментации и детекции бактериального заражения. Так как клеточная стенка 

бактерий состоит из пептидогликанов, включающих в себя D-аминокислоты, 

определение свободных D-аминокислот, в первую очередь D-аланина, может 

являться маркером бактериального лизиса. Одним из примеров биосенсора на 

основе DAAO, который используется в пищевом производстве, является биосенсор, 

на основе двухферментной системы DAAO-пируват оксидаза для специфичного 

определения D-аланина для мониторинга процесса ферментации. Определение 

концентрации D-аланина осуществляется путем определения изменения 

концентрации кислорода в реакционной смеси с помощью кислородного электрода, 

так как и оксидаза D-аминокислот, и пируват-оксидаза используют молекулярный 

кислород в качестве второго субстрата [36].  

В медицине оксидаза D-аминокислот, в основном, используется для двух 

целей: контроль энантиомерной чистоты стереоселективных лекарственных 

препаратов и определение уровня D-аминокислот в физиологических жидкостях. 

Контроль за энантиомерной чистотой препаратов очень важен, так как часто только 

один из изомеров обладает терапевтическими свойствами. Одним из примеров 

применения оксидазы D-аминокислот в этой области является контроль за 

энантиомерной чистотой препарата для лечения нарушений функций щитовидной 

железы - L-T4 ((+)-3,3',5,5'-тетрадиодо-L-тиронин). Данный препарат выполняет 

роль прогормона для L-T3, в то время как его энантиомер D-T4, который является 



22 

побочным продуктом реакции синтеза L-T4, не проявляет никакой активности в 

щитовидной железе. Поэтому для контроля чистоты получаемого препарата 

используются биосенсоры на основе оксидазы D-аминокислот [37]. 

Также биосенсоры на основе DAAO используются для детектирования 

D-пипеколовой кислоты, которая является маркером цирроза печени и хронической 

печеночной энцефалопатии [38]. 

Необычный способ применения DAAO был предложен для детекции 

активности гидролаз, способных дефосфорилировать 

флавинадениндинуклеотид-фосфат (FADP). Данный способ основан на 

использовании апо-формы DAAO (формы без кофактора FAD), которая, 

взаимодействуя с кофактором, приобретает детектируемую ферментативную 

активность. Таким образом, можно детектировать образование свободного FAD из 

FADP в результате реакции алкалинфосфатазы и других гидролаз [39]. 

В настоящее время активно ведутся разработки антиопухолевых препаратов 

с использованием DAAO. Механизм действия этих препаратов основан на побочном 

продукте реакции, катализируемой DAAO, - пероксиде водорода. Данный агент 

является высокоактивной формой кислорода и обладает цитотоксичным действием 

[123, 124]. Антиопухолевый эффект DAAO был продемонстрирован во многих 

работах: с помощью коньюгата ПЭГ-pkDAAO [125], на наночастичах Fe3O4-3-

амино-пропилтриэтоксисилан-DAAO [126], химерного белка DAAO-N-

ацетилмурамоил-L-аланин амидаза на магнитных наночастицах для адресной 

доставки коньюгата непосредственно в раковые клетки [118, 119] и некоторых 

других. 

Даже небольшое рассмотрение областей применения DAAO в данной главе 

свидетельствует, что большое разнообразие вариантов практического применения 

оксидаз D-аминокислот создает спрос на изучение и получение новых форм DAAO 

с более подходящими под конкретные процессы свойствами. 

2.1.5. Белковая инженерия оксидазы D-аминокислот 

Активно ведутся работы по белковой инженерии DAAO для улучшения ее 

свойств в практически значимых биокаталитических процессах. Работы ведутся как 



23 

в направлении улучшения каталитических параметров, так и для повышения ее 

стабильности. 

Одним из способов значительного повышения стабильности ферментов 

является иммобилизация. Данный способ был опробован и на оксидазах 

D-аминокислот. Одной из главных работ в этой области является иммобилизация 

фермента DAAO из дрожжей R. gracilis (RgDAAO) на глиоксил-агарозе, которая 

привела к более чем 15000 кратному увеличению температурной стабильности 

фермента. Это объясняется в первую очередь стабилизацией димерной формы 

RgDAAO в ходе иммобилизации [29]. Стоит отметить, что в случае DAAO из 

дрожжей T. variabilis эффект оказался значительно меньше при иммобилизации на 

различных носителях. Для RgDAAO также были проведены эксперименты по 

иммобилизации на различных наноматериалах: наночастицах диоксида кремния, 

наноматериалах MCF, SBA-15 и MCM-41. Активность и стабильность 

иммобилизованных вариантов DAAO уменьшалась в ряду: MCF > SBA-15 > 

MCM-41 [30]. 

Однако иммобилизация часто приводит к значительному уменьшению 

активности ферментов. В случае оксидаз D-аминокислот это происходит за счет 

ухудшения диффузии кислорода к активному центру фермента. Данная проблема 

актуальна и для нативного фермента. Один из способов решения данной проблемы 

заключается в получении химерного белка DAAO-гемоглобин, что увеличивает 

локальную концентрацию молекулярного кислорода в окрестностях фермента за 

счет связывания кислорода с гемоглобином. Данный способ был продемонстрирован 

на примере RgDAAO и гемоглобина из бактерии Vitreoscilla, в результате чего 

активность DAAO увеличилась в 12,5 раз [31]. Аналогичный эксперимент был 

проведен и с TvDAAO, что привело к увеличению ее активности в реакции с 

цефалоспорином С более чем в два раза [95]. Другой способ получения более 

активного фермента – белковая инженерия, в первую очередь мутагенез его остатков 

с целью улучшения связывания кислорода. Данная работа была выполнена на 

примере RgDAAO методом направленной эволюции, что привело к более чем 

десятикратному увеличению каталитической константы по кислороду [32]. 
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Альтернативным методом улучшения свойств фермента для определенного 

технологического процесса является генетическая инженерия. В нашей лаборатории 

проводились многолетние эксперименты по изучению взаимосвязи 

структура-функция TvDAAO и были найдены замены, приводящие к значительному 

улучшению свойств фермента в реакции окисления цефалоспорина С, как 

каталитических параметров, так и температурной и химической стабильности. 

Наиболее интересными для практического применения оказались остатки: Phe258, 

Phe54, Сys108, Ser67, Ser105, Met104, Glu32, Phe33 [113]. 

Остаток Phe258 располагается у входа в активный центр TvDAAO и является 

конформационно-подвижным, что делает его похожим на «крышку», 

регулирующую доступ субстрата в активный центр. Были сделаны замены этого 

остатка на Ala и Ser, которые являются более мелкими остатками и соответственно 

расширяют вход в активный центр для крупных субстратов вроде цефалоспорина С. 

Это привело к изменению спектра субстратной специфичности фермента, потере 

активности с небольшими субстратами D-Ala и D-Ser, и улучшению каталитических 

параметров с D-Phe, D-Tyr и D-Leu – субстратами с объемными боковыми 

радикалами. Однако каталитические параметры в реакции с цефалоспорином С 

практически не изменились [129]. 

Другим исследованным остатком был остаток Phe54, находящийся 

непосредственно в активном центре и участвующий в связывании боковой группы 

субстрата. Замены этого остатка на Ala, Ser и Tyr привели к беспрецендентному 

улучшению каталитических параметров по цефалоспорину С. Предполагается, что 

это связано с расширением объема активного центра и лучшим связыванием 

больших боковых радикалов [102]. 

Еще одним каталитически важным остатком, роль которого была изучена, 

является Cys108. Окисление данного остатка приводит к значительному ухудшению 

активности и стабильности TvDAAO. Были получены мутантные формы TvDAAO с 

заменами Cys108Ala, Cys108Ser, и Cys108Phe. Замена цистеина на серин привела к 

ухудшению каталитических параметров и температурной стаибльности. Замены 

цистеина на аланин и фенилаланин, напротив, привели к улучшению 
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каталитических параметров в реакциях с субстратами с объемными боковыми 

радикалами, а также улучшили термостабильность [130-131]. 

Была проведена работа по гидрофобизации альфа-спиралей в TvDAAO. В 

рамках этой работы остатки Ser, находящиеся в альфа-спиралях, были заменены на 

гидрофобные остатки Ala. В случае двух мутантов Ser67Ala и Ser105Ala это привело 

к улучшению температурной стабильности фермента [103]. 

Аминокислотные остатки Glu33 и Phe33 находятся в FAD-связывающем 

домене и влияют на связывание кофактора FAD. Была проведена масштабная работа 

по поиску замен, которые бы приводили к лучшему связыванию FAD, что 

соответственно влияло бы на температурную стабильность фермента. По 

результатам этой работы выяснилось, что только двойная замена 

Glu32Arg/Phe33Asp приводит к значительному улучшению связывания кофактора 

[103]. 

Была подробно изучена роль остатков Met для температурной и химической 

стабильности TvDAAO. Наиболее интересными оказались два остатка Met104 и 

Met156. Первый остаток был подробно изучен, были получены замены Met104Phe, 

Met104Tyr и Met104Trp, которые привели к стабилизации фермента, а также 

повлияли на его субстратную специфичность. Активность с аминокислотами с 

объемными боковыми радикали ухудшилась, но значительно выросла активность с 

D-Ser. В случае Met156 была сделана замена этого остатка на инертный, но похожий 

по размерам остаток Leu, что привело к очень значительному росту температурной 

стабильности TvDAAO [113]. 

2.1.6. Первичная структура и олигомерный состав 

Оксидазы D-аминокислот имеют низкие показатели идентичности 

аминокислотных последовательностей, поэтому поиск новых оксидаз является 

достаточно сложной научной задачей. Имеется два подхода к решению данной 

задачи: биоинформатический и экспериментальный. Биоинформатический подход 

заключается в поиске генов по гомологии последовательностей с генами уже 

известных DAAO и анализ консервативных участков, соответствующими оксидазам 

D-аминокислот, по базе секвенированных геномов. Экспериментальный подход 
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заключается в выращивании микроорганизмов на средах с D-аминокислотами и 

скрининге оксидазной активности. 

Консервативными для оксидаз D-аминокислот участками являются: укладка 

по Россману FAD-связывающего домена и высококонсервативные аминокислотные 

остатки, отвечающие за каталитическую активность. Также у дрожжевых оксидаз 

D-аминокислот часто встречается пероксисомальная сигнальная 

последовательность PTS1 (Ser-(Lys/His/Arg)-Leu), которая отвечает за транспорт 

фермента в пероксисомы, так как в результате реакции, которую катализирует 

DAAO, выделяется пероксид водорода, являющийся высокоактивной формой 

кислорода. Средняя длина гена дрожжевой DAAO составляет 900–1200 пар 

нуклеотидов [1]. 

Олигомерный состав многих DAAO зависит от концентрации фермента и не 

является фундаментальной характеристикой фермента. Для фермента из дрожжей 

T. variabilis было установлено, что он может находиться как в димерной, так и в 

тетрамерной форме при больших концентрациях [40 , 41]. DAAO из почек свиньи 

может быть как мономером, так и димером. Человеческая оксидаза D-аминокислот 

всегда находится в димерной форме, хотя степень идентичности между ней и 

pkDAAO составляет 84% [42]. Дрожжевая RgDAAO аналогично всегда существует 

только в димерной форме [43]. Оксидаза из дрожжей R. emersonii кристаллизовалась 

в форме тетрамера [44]. 

2.1.7. Третичная структура и механизм действия 

Оксидаза D-аминокислот является модельным ферментом для всего класса 

FAD-зависимых оксидаз, поэтому изучение ее структуры и механизма действия 

имеет особую значимость. Несмотря на появление программ, способных с высокой 

точностью предсказывать структуры ферментов (Alpha Fold-2, Rosetta Fold), 

получение экспериментальной структуры все равно сохраняет свою значимость. На 

данный момент экспериментально получены структуры 5 оксидаз D-аминокислот. 

Структура pkDAAO была решена первой в 1996 году с разрешением 2.6 Å (PDB ID: 

1KIF) [45]. Структура RgDAAO была решена в 2000 году (PDB ID: 1C0K, 1C0L и 

1C0P) [46]. Данная структура чаще всего используется в качестве модельной для  
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Таблица 2.2 
Структуры оксидаз D-аминокислот, аннотированные в PDB на апрель 2023 года. 
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дрожжевых DAAO. Структура другой известной дрожжевой оксидазы - 

TvDAAO, была решена в нашей лаборатории в 2007 году с разрешением 1.8 Å. На 

данный момент никому больше не удалось получить структуру данного фермента. 

В 2020 году была получена структура новой дрожжевой оксидазы ReDAAO с 

разрешением 2.0 Å (PDB ID: 7CT4), что свидетельствует о непрекращающемся 

интересе к изучению структур дрожжевых DAAO [44]. Однако наиболее популярной 
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является человеческая оксидаза D-аминокислот (hDAAO). Было получено и 

опубликовано 20 структур hDAAO с различными ингибиторами. Изучение структур 

данного фермента с ингибиторами помогает в поиске лекарств для лечения 

заболеваний, вызванных нарушениями функций этого фермента. 

Структура RgDAAO 1C0P с субстратом D-Ala является модельной для 

изучения активного центра DAAO. Можно выделить 5 аминокислотных остатков, 

непосредственно участвующих в связывании субстрата в активном центре DAAO. 

Остатки Arg285 и Tyr223 в RgDAAO отвечают за связывание карбоксильной группы 

D-аминокислоты, остатки Asn54 и Gln339 связывают аминогруппу через молекулу 

воды. Остаток Ser335 тоже участвует в связывании аминогруппы, но не является 

консервативным, так как связывание происходит за счет кислорода полипептидной 

цепи. Мы составили сравнительную таблицу данных остатков для наиболее 

изученных DAAO (таблица 2.3).  

Таблица 2.3. 
Остатки, участвующие в связывании карбоксильной и аминогруппы D-аминокислот 
в структурах RgDAAO, TvDAAO, pkDAAO, ReDAAO и hDAAO. 

 

Как видно из таблицы, остатки Arg285 и Tyr223 являются высоко 

консервативными, остатки Asn54 и Gln339 отличаются в DAAO дрожжей и 

млекопитающих, причем остатки Leu51 и Thr317 связывают аминогруппу хуже, чем 

остатки в дрожжевых DAAO. 
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Остатки, отвечающие за связывание бокового радикала в оксидазах 

D-аминокислот, не являются консервативными и обеспечивают разную субстратную 

специфичность у различных DAAO. 

Также важной частью структуры некоторых DAAO является петля, которая 

выполняет функцию крышки для активного центра и замедляет фермент-

субстратный обмен. В случае pkDAAO, в структуре которого присутствует данная 

петля, было показано, что лимитирующей стадией процесса катализа является 

именно диссоциация продукта иминокислоты из активного центра [61]. 

Механизм действия оксидазы D-аминокислот основан на использовании 

кофактора FAD в качестве окислительно-восстановительного агента и протекает в 

две стадии: на первой стадии гидрид-ион отрывается от αС-атома субстрата и 

переносится на N(5)-атом изоаллоксазинового кольца FAD с образованием 

восстановленной формы FAD, на второй стадии происходит окисление 

восстановленной формы FAD молекулярным кислородом с образованием пероксида 

водорода (рис. 2.4.). 

 

Рис. 2.4. Восстановление изоаллоксазинового цикла FAD. 

2.2. Свойства оксидаз D-аминокислот из различных источников 

2.2.1. Каталитические свойства 

Сравнение свойств оксидаз D-аминокислот из различных источников 

является сложной задачей, так как в каждой лаборатории используются свои 

методики определения активности и условия проведения эксперимента. Однако, 

используя различные допущения, можно составить сравнительную таблицу 

каталитических параметров. 

Мы собрали и проанализировали каталитические параметры наиболее 

изученных DAAO (табл. 2.4.1.-2.4.8.). Данные представлены для аминокислот 
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D-аланина, D-аспартата, D-глутамата, D-метионина, D-пролина и D-серина как 

наиболее изученных D-аминокислот. Максимальная скорость была преобразована в 

наблюдаемую каталитическую константу с использованием молекулярной массы 40 

кДа как средней для большинства DAAO. Если в статье не было значений 

каталитической эффективности, мы пересчитывали их из констант Михаэлиса и 

наблюдаемых каталитических констант. 

Таблица 2.4.1. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-аланина 

DAAO Условия измерения kcat, с-1 KM, 
мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 

Источник 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 83.3 0.8 102 [97] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 81.3 1 81.3 [28] 

ReDAAO pH 8.0, 55°C 189 2.7 69.9 [19] 

CbDAAO pH 8.0, 30°C 117 4.28 27.4 [64] 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 6.5 0.77 8.44 [99] 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 109 17 6.54 [33] 

hDAAO pH 8.3, 25°C 5.5 0.9 6.11 [100] 

pkDAAO pH 8.5, 25°С 7.33 1.7 4.33 [28] 

hDAAO pH 8.3, 37°C 3.66 1.08 3.39 [8] 

ceDAAO pH 8.3, 37°C 14.9 6.89 2.17 [8] 

Таблица 2.4.2. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-аспарагина 

DAAO Условия измерения kcat, с-1 
KM, 
мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

hDASPO pH 8.3, 37°C 70.6 2.14 33 [8] 

TdDASPO pH 7.5, 60°C 123 8.77 14 [89] 

ceDASPO-1 pH 8.3, 37°C 26.1 5.54 4.71 [8] 

ceDASPO-2 pH 8.3, 37°C 9.49 4.2 2.26 [8] 

ceDASPO-3 pH 8.3, 37°C 2.51 3.81 0.658 [8] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 0.48 18 0.0267 [97] 
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Таблица 2.4.3. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-глутамата 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM,  
мM-1с-1 Источник 

TdDASPO pH 7.5, 60°C 217 2.16 100 [89] 

ceDASPO-1 pH 8.3, 37°C 35.4 1.06 33.4 [8] 

ReDAAO pH 8.0, 55°C 90.7 12.1 7.49 [19] 

ceDASPO-2 pH 8.3, 37°C 3.01 0.8 3.76 [8] 

ceDASPO-3 pH 8.3, 37°C 0.76 0.68 1.12 [8] 

hDASPO pH 8.3, 37°C 5.54 40 0.139 [8] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 1 77.3 0.0133 [97] 

Таблица 2.4.4. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-метионина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

ReDAAO pH 8.0, 55°C 120 0.213 562 [19] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 76.7 0.2 425 [97] 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 81 0.46 176 [33] 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 6.83 0.65 10.5 [99] 

CbDAAO pH 8.0, 30°C 127 27.4 4.65 [64] 

Таблица 2.4.5. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-фенилаланина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 

KM, 
мM 

kcat/KM,  
мM-1с-1 Источник 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 27 0.37 73 [33] 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 16.7 1.4 11.9 [99] 

ceDAAO pH 8.3, 37°C 25.1 2.72 9.21 [8] 

hDAAO pH 8.3, 37°C 9.89 2.59 3.82 [8] 

Таблица 2.4.6. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-пролина 
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DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 10.3 0.56 18.5 [99] 

hDAAO pH 8.3, 25°C 15 1.7 8.82 [100] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 77.3 21.5 3.6 [97] 

Таблица 2.4.7. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-серина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

CbDAAO pH 8.0, 30°C 77.3 33.7 2.29 [64] 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 3 3.3 0.909 [99] 

hDAAO pH 8.3, 25°C 2.83 3.6 0.787 [100] 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 20 37 0.54 [33] 

hDAAO pH 8.3, 37°C 1.23 6.42 0.191 [8] 

ceDAAO pH 8.3, 37°C 1.51 20 0.075 [8] 

Таблица 2.4.8. 
Каталитические параметры различных DAAO для цефалоспорина С 

DAAO Условия 
измерения 

kcat, с-1 KM, мM kcat/KM, 
мM-1с-1 

Источник 

pkDAAO pH 8.5, 25°C 0.65 2.3 0.283 [66] 

TvDAAO F54Y pH 7.5 22 °C 36.7 4.8 7.83 [102] 

TvDAAO pH 7.5 22 °C 6.17 1.6 3.83 [102] 

TvDAAO 

E32R/F33D/F54S/C1

08F/M156L/C298G 

pH 8.0 30 °C 0.8 65 79 [33] 

TvDAAO 

E32R/F33D/F54S/C1

08F/M156L 

pH 8.0 30 °C 1.6 106 66 [33] 

TvDAAO 

F54S/C108F/M156L 
pH 8.0 30 °C 1.9 119 60 [33] 
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TvDAAO 

E32R/F33D/F54S/C1

08F/M156L/C298Q 

pH 8.0 30 °C 1.4 68 50 [33] 

TvDAAO 

E32R/F33D/F54S/C1

08F 

pH 8.0 30 °C 1.9 88 45 [33] 

TvDAAO 

E32R/F33D/F54S/C1

08F/M156L/C298N 

pH 8.0 30 °C 2.9 121 42 [33] 

TvDAAO 

C108A 
pH 8.0, 30 °C 23 0.71 31.8 [103] 

TvDAAO pH 8.5, 25°C 71.7 2.4 29.8 [66] 

TvDAAO 

C108F 
pH 8.0, 30 °C 21 0.99 21.3 [103] 

TvDAAO 

E32R/F33D/C108F 
pH 8.0 30 °C 1.15 25.5 22 [33] 

TvDAAO F54A pH 7.5, 22 °C 18.3 1.2 15.7 [102] 

RgDAAO pH 8.5, 25°C 73.3 4 18.3 [66] 

TvDAAO F54S pH 7.5 22 °C 16.7 0.9 18.3 [102] 

TvDAAO pH 8.0 30 °C 36 1.4 18 [33] 

TvDAAO 

C108S 
pH 8.0, 30 °C 10.8 5.6 1.9 [103] 

TvDAAO pH 8.0, 30 °C 19 2.6 7.2 [102] 

Исходя из представленных данных видно, что дрожжевые оксидазы в 

среднем обладают большей каталитической эффективностью, чем DAAO из 

млекопитающих, с большинством из изученных субстратов. Также DAAO можно 

поделить на две группы, основываясь на их субстратной специфичности: одни 

DAAO проявляют наилучшую активность с небольшими неполярными субстратами, 

такими как D-аланин и D-метионин, вторые склонны к наибольшей активности с 

D-аминокислотами с большими гидрофобными боковыми радикалами. К первой 

группе относятся RgDAAO и ReDAAO, ко второй можно отнести TvDAAO и 
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CbDAAO. Отдельно стоит выделить D-аспартатоксидазы, которые проявляют 

активность исключительно с D-аминокислотами с отрицательно заряженными 

боковыми радикалами D-аспартатом и D-глутаматом. Также стоит отметить, что 

многие оксидазы D-аминокислот проявляют активность и с неканоническими 

D-аминокислотами. Одним из самых известных неканонических субстратов DAAO 

является цефалоспорин С. Активность с данным субстратом была обнаружена у 

RgDAAO и TvDAAO, поэтому данные оксидазы имеют повышенный интерес со 

стороны исследователей. 

2.2.2. Стабильность 

Стабильность ферментов в различных условиях является важным 

параметром и подробно изучается при характеризации фермента. Основными 

факторами, влияющими на стабильность ферментов, является pH среды и 

температура. Профили pH-стабильности дрожжевых DAAO схожи и представляют 

собой колоколообразную зависимость с пиком в диапазоне величин pH от 6 до 8. 

Такой профиль наблюдается у DAAO из дрожжей T. variabilis [62] и R. gracilis [13]. 

DAAO из дрожжей R. emersonii имеет максимум стабильности при pH 7-9 [19]. 

Охарактеризованная DAAO из дрожжей C. boidinii имеет высокую стабильность и в 

сильнощелочных pH вплоть до pH 10.5 [64]. Человеческая DAAO имеет широкий 

профиль pH-стабильности, она полностью сохраняет свою стабильность в диапазоне 

величин pH от 4 до 10 [42]. 

Температурная стабильность у DAAO различается сильнее. Наиболее 

стабильной из изученных дрожжевых DAAO является DAAO из дрожжей 

R. emersonii. Данный фермент был выделен из термофильных дрожжей и сохраняет 

половину активности при инкубации при 60 °С в течение 30 минут при 

концентрации фермента 0.1 мг/мл. Для других изученных оксидаз при тех же 

концентрациях этот показатель составляет 44 °C, 39 °C, и 54 °C для pkDAAO, 

RgDAAO и TvDAAO соответственно [19]. В нашей лаборатории была получена 

мутантная TvDAAO с многоточечными заменами, которая сопоставима по 

температуре полуинактивации с ReDAAO [65]. 
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Однако напрямую сравнивать температурные стабильности разных 

ферментов некорректно, так как разные ферменты обладают разными механизмами 

термоинактивации. На примере TvDAAO и RgDAAO было показано, что 

температурная стабильность ферментов, существующих в димерной форме, зависит 

от их концентрации. В нашей лаборатории на основании экспериментальных данных 

была предложена схема термоинактивации TvDAAO, состоящая из двух стадий и 

описываемая двумя экспоненциальными функциями: на первой стадии фермент 

обратимо диссоциирует на субъединицы, которые в последствии необратимо 

денатурируют [62]. 

D  2M → I 

2.3. Дрожжи Ogataea parapolymorpha (Hansenula polymorpha) 

2.3.1. Общие сведения о дрожжах O. parapolymorpha 

Ogataea parapolymorpha (Hansenula polymorpha) - метилотрофные 

термотолерантные дрожжи, способные расти при температурах выше 50°C, 

использующие метанол в качестве источника углерода. Данный вид дрожжей 

является модельным для изучения биохимии пероксисом, так как данная органелла 

отвечает за метаболизм метанола и многих других источников углерода. Также 

данный вид активно используется в биотехнологии для получения рекомбинантных 

белков. 

Известны три штамма дрожжей рода Ogataea (Hansenula) polymorpha, 

идентифицированных в 1950-х годах. Они обнаруживаются в образцах почвы, 

кишечнике насекомых или в испорченных продуктах питания. Они обладают 

различными свойствами и используются в фундаментальных исследованиях и для 

производства рекомбинантных белков [66]: 

штамм O. polymorpha CBS4732 (CCY38-22-2; ATCC34438, NRRL-Y-5445) 

штамм O. parapolymopha DL-1 (NRRL-Y-7560; ATCC26012) 

штамм O. polymorpha NCYC495 (CBS1976; ATAA14754, NRLL-Y-1798) 

Штаммы CBS4732 и NCYY495 скрещиваются между собой, тогда как штамм 

DL-1 филогенетически далек от остальных и не имеет возможности скрещиваться с 

ними. Поэтому многие исследователи выделяют этот штамм в отдельный подвид 
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Ogataea parapolymopha DL-1 [67]. Данный штамм обладает уникальными 

свойствами: он резистентен к тяжелым металлам и окислительному стрессу, а также 

обладает наивысшей термотолерантностью среди штаммов данных дрожжей [68]. 

Это делает его наиболее подходящим инструментом для биотехнологической 

промышленности. Вместе со штаммом O. polymorpha CBS4732 он используется для 

получения рекомбинантных белков, а также изучения пероксисом и метаболизма 

метанола. Штамм O. polymorpha NCYC495 используется в основном для изучения 

ассимиляции нитратов. Геномы штаммов O. polymorpha CBS4732 и 

O. parapolymopha DL-1, как представляющих наибольший интерес для 

биотехнологии, были полностью секвенированы [67, 69]. 

Дрожжи O. polymorpha являются модельными для изучения метаболизма 

метанола. Общими для всех метилотрофных дрожжей параметрами при росте на 

метаноле являются: пролиферация пероксисом, в которых происходит окисление 

метанола и дальнейших метаболитов, повышенная экспрессия ферментов данного 

метаболического пути (в первую очередь метанолоксидазы, формиатдегидрогеназы 

и дигидроксиацетонсинтазы). Интересно, что для родственных видов C. boidinii и 

Pichia pastoris, экспрессия этих генов зависит строго от присутствия метанола или 

его производных, в то время как у O. polymorpha уровень экспрессии может 

повышаться и в условиях глюкозного голодания [70]. 

Дрожжи H. polymorpha и близкородственный ему вид P. pastoris имеют 

много общих ключевых черт: оба вида дрожжей растут до чрезвычайно высокой 

плотности клеток на простых минеральных средах, и оба могут использовать 

различные источники углерода. Оба организма могут переносить низкие значения 

pH и довольно высокие концентрации глюкозы. H. polymorpha переносит более 

высокие температуры (до 50 ºC), чем P. pastoris. Фундаментальные различия 

существуют в регуляции сильных промоторов пути утилизации метанола [68]. 

2.3.2. Паралогичные гены из дрожжей O. parapolymorpha 

Геном штамма O. parapolymorpha DL-1 (предыдущее название H. polymorpha 

DL-1) был секвенирован и расшифрован российскими учеными в Федеральном 

исследовательском центре “Фундаментальные основы биотехнологии” Российской 
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академии наук [67]. Данный штамм является термотолерантным и широко 

используется в биотехнологии, поэтому он представляет особый интерес для 

изучения. В ходе аннотации генома обнаружилось присутствие двух генов 

потенциальных оксидаз D-аминокислот. Столько же генов DAAO и DASPO были 

найдены и в геноме метилотрофных дрожжей C. boidinii. Нами был проведен более 

тщательный анализ генома. В результате количество генов, предположительно 

кодирующих оксидазы D-аминокислот, увеличилось до 6. Такое большое 

количество паралогичных генов нетипично для дрожжей. Было показано, что чаще 

всего встречается 2-3 паралогичных гена, тогда как 6 паралогичных генов 

встречаются крайне редко (рис. 2.5) [71]. 

 

Рис 2.5. Количество паралогичных генов в дрожжах Saccharomyces 
cerevisiae (SACE), Candida glabrata (CAGL), Kluyveromyces lactis (KLLA), 
Debaryomyces hansenii (DEHA) и Yarrowia lipolytica (YALI). 

Функции паралогичных генов были изучены в разных работах. 

Паралогичные гены DAAO были обнаружены в микроскопических грибах рода 

Cryptococcus: Cryptococcus neoformans и Cryptococcus gattii. Было установлено, что 

данные виды грибов способны использовать D-аминокислоты в качестве 

единственного источника азота. Был проведен эксперимент по последовательному 
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нокауту генов DAAO и установлено, что данные ферменты отвечают за рост на 

разных D-аминокислотах. Однако сами ферменты не были выделены и 

охарактеризованы [72]. 

Также были изучены оксидазы из нематод Caenorhabditis elegans. Данный 

вид червей является модельным. В геноме данного вида было обнаружено 4 гена, 

кодирующих оксидазы D-аминокислот. В ходе изучения выяснилось, что три из этих 

генов соответствуют D-аспартатоксидазам и один ген кодирует оксидазу 

D-аминокислот. Была установлена локализация экспрессии всех четырех ферментов. 

CeDASPO-1 экспрессируется в кишке и гиподермисе, CeDASPO-2 – в кишке, 

глоточных мышцах и мышцах стенки тела, CeDASPO-3 экспрессируется в 

мезодермальных клетках головы, гиподермисе, клетках оболочки гонад, семенном 

пузыре, клетках хвоста и мышцах вульвы. Экспрессия CeDASPO-3 также отличалась 

в зависимости от пола нематода. CeDAAO экспрессируется исключительно в кишке. 

Авторы считают, что CeDAAO ответственна за разложение D-аланина, 

поступающего в организм нематода с пищей. Авторы также показали, что все 

D-аспартатоксидазы связаны с процессом отложения яиц и играют важную роль на 

ранних этапах развития нематода, а CeDASPO-1 и CeDASPO-2 активно 

задействованы в процессах роста и созревания половых клеток [73]. 

Получены рекомбинантные препараты этих оксидаз D-аминокислот и их 

биохимические свойства были подробно изучены. Оказалось, что спектр 

субстратной специфичности DAAO из C. elegans отличается от других известных 

DAAO, данный фермент проявляет наилучшую активность с D-аланином, 

D-аргинином, D-фенилаланином и D-гистидином. D-аргинин и D-гистидин 

являются необычными субстратами для DAAO. Также примечательно, что все 

CeDASPO проявили более высокую активность с D-глутаматом нежели с 

D-аспартатом [8]. 

Паралогичные гены, отвечающие за разные функции в организме, в целом не 

редкость: к примеру, авторы работы [74] обнаружили у Acropora millepora, Aplysia 

californica, Capitella teleta, Crassostrea gigas и Penaeus monodon по несколько 

паралогичных генов рацемаз аминокислот. Авторы считают, что некоторые из них 
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отвечают за рецемизацию серина, а другие – за рацемизацию аспартата. Однако 

выделить и охарактеризовать эти рацемазы до сих пор не получилось. 

В литературе можно найти много работ, посвященных исследованиям 

паралогичных генов самых разных ферментов. Среди близких по активности к 

DAAO ферментов можно выделить работу по изучению паралогичных генов 

пермеазы D-аминокислот из грибов Cryptococcus humicola. Было установлено, что 

данные ферменты имеют разный спектр субстратной специфичности, один из них 

(ChAAP-4) отвечает за рост на D- и L аспартате, L-глутамате и L фенилаланине, а 

второй (ChAAP-5) – за рост на L фенилаланине и L лизине. Также было показано, 

что ChAAP-4 сильно влияет на процесс индукции экспрессии ChDASPO 

D-аспартатом [75]. 

В рамках данной работы нами были обнаружены шесть оксидаз 

D-аминокислот из дрожжей Ogataea parapolymorpha DL 1. Пять из них были 

экспрессированы в растворимой форме и охарактеризованы. Одна 

экспрессировалась в нерастворимой форме. Четыре из них оказались 

рекомбинантными оксидазами с разными спектрами субстратной специфичности 

(DAAO), и одна из выделенных оксидаз высоко специфично окисляет D-аспартат 

(DASPO). 
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3. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

3.1. Материалы 

Для приготовления культуральных сред использовали дрожжевой экстракт, 

бактотриптон и агар (“Difco”, США), дигидрофосфат натрия “ч.д.а.”, глюкозу 

(“РеаХим”, Россия), хлорид магния и хлорид кальция “ultra pure” (“Merck”, 

Германия), изопропил-β-D-тиогалактозид (ИПТГ), рибофлавин, хлорамфеникол и 

канамицин (“Sigma”, США), хлорид натрия “ultra pure”, гидрофосфат калия. Для 

культивирования клеток E. coli использовали модифицированную среду 2YT (16 г/л 

бактотриптона, 10 г/л дрожжевого экстракта, 1 г/л хлорида натрия, 1,5 г/л 

дигидрофосфата натрия, 1 г/л гидрофосфата калия, рН 7,5). 

Для трансформации и экспрессии плазмид использовали следующие 

штаммы E.coli: 

E.coli DH5α: fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 Δ(lacZ)M15 gyrA96 

recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

E.coli BL21 (DE3) pLysS Codon Plus: B F– ompT hsdS(rB
- mB

-) dcm+ Tetr gal 

λ(DE3) endA Hte [pLysS argU ileY leuW Camr]. 

Для очистки и изучения свойств фермента применяли Трис-HCl 

(трис(гидроксиметил)аминометан гидрохлорид) (“Merck”, Германия), рацематы 

аминокислот (“РеаХим”, Россия и “Reanal”, Венгрия), кроме D-Asp и D-Pro (“ДиаM”, 

Россия и “Sigma”, США), пероксидазу из корней хрена (ПХ) (“ДиаМ”, Россия) и 

(орто-Дианизидин) ОДН (“ХимМед”, Россия). Для электрофореза белков 

использовали реактивы, произведенные фирмой “Bio-Rad” (США). 

3.2. Методы исследования 

3.2.1. Электрофорез ДНК в агарозном геле. 

Для очистки фрагментов ДНК был использован электрофорез в агарозном 

геле. Гель содержал Трис-ацетат-ЭДТА (ТАЕ) буфер, 1% агарозы и 5 мкг/мл 

бромистого этидия. В качестве источника тока использовали «LKB Bromma 2297 

Macrodrive 5». Электрофорез проводили при следующих ограничениях источника 

тока: 100 В по напряжению, 100 мА по силе тока и 10 Вт по мощности. 
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Визуализацию ДНК проводили на УФ-трансиллюминаторе при длине волны 254 или 

312 нм. 

3.2.2. Выделение ДНК фрагмента из агарозного геля. 

После проведения препаративного ДНК-электрофореза в 1% агарозном геле 

нужные полосы с фрагментами ДНК (после ПЦР или рестрикции) вырезали из геля 

при освещении УФ-светом на длине волны 312 нм. Куски геля помещали в 

пластиковые пробирки на 1,5 мл. Выделение ДНК из геля выполняли с помощью 

коммерчески доступного набора реагентов “DNA extraction kit” фирмы “Thermo 

Scientific”. К вырезанному кусочку геля добавляли 3-х кратный объем (100 мг ≈ 100 

мкл) “Binding solution” (содержит перхлорат и ацетат натрия) и инкубировали в 

термошейкере от 5 до 10 минут при 55 0С и 1400 об/мин до полного растворения 

геля. Затем смесь переносили в специальные колонки для центрифугирования 

“GeneJET” и центрифугировали на центрифуге “Eppendorf 5415D” (13000 об/мин, 1 

мин). Фильтрат удаляли, в колонки добавляли 500 мкл раствора для промывания 

(“Wash Solution”) и центрифугировали (13000 об/мин, 1 мин). Для десорбции ДНК с 

носителя колонки помещали в новые пластиковые пробирки на 1,5 мл, добавляли 

30–50 мкл деионизованной воды или “Elution Buffer”, и затем центрифугировали в 

течение 1-2 мин при 13000 об/мин. 

3.2.3. Рестрикция и лигирование фрагментов ДНК 

Рестрикцию плазмидной ДНК и ПЦР-фрагментов проводили с 

использованием уникальных эндонуклеаз рестрикции NcoI (10 Ед/мкл), EcoRI (10 

Ед/мкл), Bsp119I (10 Ед/мкл), XhoI (10 Ед/мкл) фирмы “Thermo Scientific” в 

одно- или двукратном Tango буфере (2Х TangoТМ: 66 мM Трис-ацетат (pH 7,9 при 

25 °C), 20 мМ ацетат магния, 132 мМ ацетат калия, 0,2 мг/мл БСА) в соответствии с 

инструкцией производителя. ДНК инкубировали с требуемой парой рестриктаз при 

37 ºС в течение 1–1,5 часов в термостате “Гном” (“ДНК-Технология”, Россия). 

Полноту рестрикции контролировали ДНК-электрофорезом в 1% агарозном геле. 

Лигирование ПЦР-фрагментов после рестрикции в нужный ДНК-вектор 

проводили коммерчески доступным набором для лигирования “Rapid DNA Ligation 

Kit” фирмы “Thermo Scientific” согласно инструкции производителя. В 
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тонкостенной пластиковой пробирке на 0,5 мл (“SSI”, США) смешивали 4 мкл 

5-кратного лигазного буфера (50 мM Трис-HCl (pH 7,8 при 25°C), 10 мM MgCl2, 

10 мM дитиотреитол, 1мМ АТФ, 25 мкг/мл БСА), векторную ДНК после рестрикции 

и встраиваемый ДНК-фрагмент в молярном соотношении 1:3. Объем лигирующей 

смеси доводили деионизованной водой до 20 мкл. Смесь центрифугировали на 

центрифуге “Eppendorf 5415D” (13000 об/мин, 30 сек). Затем к смеси добавляли 

1 мкл ДНК-лигазы фага Т4 (до 5 ед/мкл), перемешивали и инкубировали 1 час при 

22°С. Полученной лигазной смесью (5 мкл) трансформировали клетки E. coli DH5α. 

3.2.4. Трансформация клеток E. coli 

Для приготовления компетентных клеток E.coli разбавляли 40 мкл ночной 

культуры в 100 раз средой 2YT, пробирки помещали в качалку (37ºС, 160-180 

об/мин) и выращивали в течение 1,5-2,5 часов до достижения поглощения клеток на 

длине волны 600 нм А600 ≈ 0,07-0,10. Затем 3 мл культуральной жидкости в два 

приема центрифугировали на центрифуге “Eppendorf 5804R” (5000 об/мин, 5 мин, 

+4ºС). После удаления культуральной жидкости осадок клеток ресуспендировали в 

800 мкл стерильного охлажденного 50 мМ раствора CaCl2 и инкубировали в течение 

30–40 мин во льду. Далее клетки осаждали в условиях, описанных выше, 

ресуспендировали в 100 мкл охлажденного 50 мМ CaCl2 и оставляли на 3–4 ч при 

0ºС. 

К суспензии клеток добавляли 0,5–1,0 мкл раствора плазмидной ДНК 

(концентрация ≈50 нг/мкл) и инкубировали в течение 40 мин при 0ºС. После этого 

клетки подвергали тепловому шоку при 42ºС в водном термостате (точность 

термостатирования ±0,1ºС) в течение 1,5–2,0 мин и охлаждали до 0ºС (1–2 мин). 

Затем в пробирку с клетками добавляли 900 мкл среды 2YT, трансформированные 

клетки далее растили в течение 1,5–2 ч при 37ºС при периодическом перемешивании 

и высевали на чашки Петри с твердой агаризованной средой 2YT (содержание агара 

1,2%), которая содержала необходимый антибиотик для контроля. В случае 

трансформации в штаммы E.coli DH5α использовали канамицин в концентрации 30 

мкг/мл, в случае трансформации в штаммы E.coli BL21(DE3)CodonPlus/pLysS – 

канамицин (30 мкг/мл) и хлорамфеникол (20 мкг/мл). 
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3.2.5. Выделение плазмидной ДНК из клеток E. coli 

Выделение плазмидной ДНК проводили с использованием набора 

“GeneJetTM Plasmid Miniprep Kit” фирмы “Thermo Scientific” согласно инструкции 

производителя. С чашек Петри колонии клеток E.coli DH5α, содержащих требуемые 

плазмиды с генами tvdaao, переносили в 4 мл среды 2YT, которая содержала 30 

мкг/мл канамицина и инкубировали 12-16 часов при 37 ºС при 180 об/мин. Клетки 

осаждали в два приема по 1,5 мл в 2 мл пробирках на центрифуге “Eppendorf 5804R” 

(5000 об/мин, 5 мин, +4 ºС), супернатант удаляли. Далее все операции проводили 

при комнатной температуре. Осадок клеток тщательно ресуспендировали 

пипетированием в 250 мкл раствора для ресуспендирования (“Resuspension 

Solution”). Затем добавляли 250 мкл лизирующего раствора (“Lysis Solution”) и 

аккуратно перемешивали, пока раствор не становился прозрачным и вязким. Далее 

к смеси добавляли 350 мкл нейтрализующего раствора (“Neutralization Solution”) и 

аккуратно перемешивали. Смесь центрифугировали на центрифуге 

“Eppendorf 5415D” (14000 об/мин, 5 мин), супернатант переносили в специальные 

колонки для центрифугирования “GeneJET” и центрифугировали (14000 об/мин, 1 

мин). Фильтрат удаляли, в колонки добавляли 500 мкл раствора для промывания 

(“Wash Solution”) и центрифугировали (14000 об/мин, 1 мин), процедуру повторяли 

еще один раз. Десорбцию ДНК с колонок осуществляли путем добавления в колонки 

40–50 мкл деионизованной воды или буфера для элюирования (“Elution Buffer”) и с 

последующим центрифугированием в течение 2 мин при 14000 об/мин. 

Концентрацию плазмидной ДНК определяли с помощью электрофореза в агарозном 

геле. Полученные образцы плазмидных ДНК хранили при -20оС. 

3.2.6. Секвенирование ДНК 

Секвенирование плазмидной ДНК проводили в Центре коллективного 

пользования ЦКП «Геном» (Институт молекулярной биологии им.В.А.Энгельгардта 

РАН) с помощью набора реактивов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v.3.1 (“Perkin 

Elmer Applied Biosystems”, США), который основан на дидезокситерминационном 

методе, с последующим анализом продуктов реакции на автоматическом секвена-
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торе ДНК “ABI PRISM 3730 Applied Biosystems”. Для обработки результатов секве-

нирования использовали программу BioEdit (версия 7.1.3.0) и Ugene (версия 43.0). 

3.2.7. Экспрессия OpaDAAO в клетках E. coli 

Escherichia coli штамм BL21(DE3)CodonPlus/pLysS были трансформированы 

(Novagen) плазмидами pET24_2400 (OpaDASPO), pET24_2914 (OpaDAAO1), 

pET24_2165 (OpaDAAO2), pET24_0899 (OpaDAAO3) и pET24_5094 (OpaDAAO4) и 

выращивались на чашках Петри с агаризованной средой 2YT с фосфатами, 

содержащей 30 мкг/мл канамицина и 34 мкг/мл хлорамфеникола. Для 

культивирования в дальнейшем использовались качалки Innova 44 (New Brunswick 

Scientific, США) и Multitron II (Infors AG, Германия). 

Одиночные колонии переносили в 4 мл среды 2YT с фосфатами, содержащей 

30 мкг/мл канамицина и 34 мкг/мл хлорамфеникола, для получения ночной культуры 

(не более 14 часов роста) при 37 ºC и 180 об/мин.  

Ночную культуру пересевали с разбавлением 1:100 в 125-мл или 250 мл в 

плоскодонные колбы с отбойниками с 10% от объема свежей среды 2YT с 

фосфатами, содержащей 30 мкг/мл канамицина, и инкубировали при 37ºC и 180 

об/мин до момента достижения A600 = 1.0 (обычно 2-3 часа).   

Эти культуры разбавляли 1:10 в свежей среде 2YT с фосфатами, содержащей 

30 мкг/мл канамицина, и растили в плоскодонных колбах с отбойниками на 1 л при 

30 ºC и 100 rpm в течение 2 часов. Рибофлавин и D-метионин добавляли в среду до 

конечной концентрации 80 мг/л и 0.5 мM соответственно после 1 часа 

инкубирования. Клетки медленно охлаждали до 22ºC и скорость снижали до 90 rpm. 

Индукцию производили при A600=1.0 с помощью изопропил-β-тиогалактозида 

(ИПТГ) с конечной концентрацией 0.1 мM (обычно производилось, когда культура 

полностью охлаждалась до температуры 22ºC). Культуру инкубировали 8-10 часов.  

Для OpaDASPO наблюдался лизис клеток и культуральная среда сразу 

использовалась для последующих процедур. 

Для других OpaDAAO клетки собирали с помощью центрифугирования на 

центрифуге Eppendorf 5804R при 6000 оборотов в минуту в течение 5 минут при 4ºC 
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и ресуспендировали 1:4 w/v в буфере для клеточного экстракта (Таблица 3.1). 

Клеточная суспензия замораживалась и хранилась при -20ºC. 

Таблица 3.1. 
Буферы для очистки, хранения и определения активности ферментов.  

Фермент OpaDAAO1 OpaDAAO2 OpaDAAO3 OpaDAAO4 OpaDASPO 

Буфер для 

хранения 

клеточной 

массы и 

очистки 

HEPES 

20 мМ 

pH 7.5 

Трис-HCl 

20 мМ 

pH 8.5 

Трис-HCl 

20 мМ 

pH 7.5 

Трис-HCl 

20 мМ 

pH 7.0 

Трис-HCl 

20 мМ 

pH 8.5 

Буфер для 

хранения 

20 мМ НФБ 

pH 6.5 

50 мМ НФБ 

pH 7.0 

100 мМ 

НФБ 

pH 8.0 

50 мМ  

НФБ 

pH 6.0  

20 мМ НФБ 

pH 7.0 

Буфер для 

хранения, 

добавки  

10% 

глицерин 

0.01% Triton 

X-100 

10% 

глицерин 

10% 

глицерин 

10% 

глицерин, 

0.5 M 

сахароза 

10% 

глицерин 

 

 

Буфер для 

измерения 

активности 

20 мМ Трис-

HCl 

pH 8.0 

50 мМ НФБ 

pH 8.0 

50 мМ НФБ 

pH 8.0 

50 мМ  

НФБ 

pH 7.0 

50 мМ НФБ 

pH 8.0 

3.2.8. Подготовка клеточного экстракта 

Клеточную суспензию гомогенизировали с помощью ультразвука (“Branson 

Sonifier 250”, Германия) в течение 4-5 минут с охлаждением льдом циклами по 

1 минуте. Культуральную среду с клетками от OpaDASPO обрабатывали 

ультразвуком 10 минут при постоянном охлаждении льдом. Нерастворимые остатки 

клеток убирали при помощи центрифугирования при 11000 об/мин в течение 30 

минут при 4 ºC. Супернатант фильтровали через 0.45 мкм и 0.22 мкм фильтры. 

Образцы хранили при -22ºC до использования. 

3.2.9. Хроматография OpaDAAO 

Ионообменную хроматографию выполняли, используя хроматографы HPLC 

Azura (“Knauer”, Германия) и FPLC ÄKTA Start (“GE Healthcare”, Швеция). Колонка 

Mono Q 10/100 GL (“GE Healthcare”, Швеция) использовалась как анионообменник. 
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SP Sepharose Fast Flow (“GE Healthcare”, Швеция) в 7 мл колонке использовалась как 

катионообменник. Обессоливание проводилось с помощью хроматографа FPLC 

ÄKTA Start (“GE Healthcare”, Швеция) через носитель Sephadex G-25 в колонке 10x1 

см (“Pharmacia Biotech”, Швеция). 

Высаливание при помощи сульфата аммония при 70% от насыщения с 

5-кратным концентрированием и диализ против 1 л буфера для клеточного экстракта 

в ночь использовалось как предварительный шаг для концентрирования и очистки 

OpaDASPO. Клеточные экстракты OpaDAAO2, OpaDAAO3, OpaDAAO4 и 

OpaDASPO в буферах для хранения клеточной массы (Таблица 3.1) после диализа 

наносили на анионообменник и элюировали при помощи линейного градиента 0-500 

мМ NaCl в буфере для очистки (Таблица 3.1) (общий объем градиента 10 объемов 

колонки). Полученные растворы рехроматографировали в аналогичных условиях. 

Клеточный экстракт OpaDAAO1 наносили на катионообменник и элюировали 

аналогично. Все очищенные ферменты обессоливали в соответствующий буфер для 

хранения (Таблица 3.1). 

3.2.10. Белковый форез и аналитическая гель-фильтрация 

Чистота и молекулярная масса ферментов были определены при помощи 

12.5% SDS-PAGE электрофореза при помощи Mini-Protean Tetra System (“Bio-Rad”, 

Австрия) следуя протоколу производителя с Precision Plus Protein Kaleidoscope 

Prestained Protein Standard (“Bio-Rad”, Австрия). Олигомерный состав ферментов 

определяли при помощи гель-фильтрации на ToyoPearl HW-55 в 30x1 см колонке. 

Амилаза (200 кДа), Альдолаза (158 кДа), Алкоголь дегидрогеназа (150 кДа), 

Кональбумин (75 кДа), БСА (66 кДа), Овальбумин (44 кДа), химотрипсиноген A (25 

kДа), РНКаза A (13.7 кДа) использовались как стандарты масс. 

3.2.11. Анализ кофактора 

Для определения типа кофактора использовали ВЭЖХ. Очищенные белки в 

концентрации 100 мкг/мл инкубировали в течение 10 минут при 95ºC и 

центрифугировали 25 минут при 15000 об/мин в Eppendorf 5430. После 

центрифугирования 10 мкл супернатанта было внесено на колонку Diasfer C16 4x125 

мм 5.0 мкм (“Хромасс”, Россия). Разделение проводили в изократическом режиме в 
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5 мМ ацетате аммония pH 6.0 с добавлением 10 % ацетонитрила при скорости потока 

0.5 мл/мин и детекцией на 260 нм. 

3.2.12. Определение активности и концентрации OpaDAAO  

Активность OpaDAAO с D-аминокислотами измеряли при помощи 

“пероксидазного метода” с ортодианизидином - субстратом пероксидазы хрена. 

Накопление окисленного продукта ОДН детектировали спектрофотометрически на 

длине волны 460 нм с коэффициентом экстинкции ~11600 M-1см-1 (“Shimadzu 

UV-1800PC”, Германия). Коэффициент экстинкции в данном буфере измеряли при 

помощи пероксидазной реакции с определенной концентрацией H2O2, которую 

определяли спектрофотометрически (ε (240нм) = 43.6 M-1см-1 [76]). Реакции 

производили в буфере для определения активности (Таблица 3.1), 30ºC, насыщении 

воздухом. Ферментативную активность с цефалоспорином С (CPC) определяли по 

уменьшению пика CPC с ВЭЖХ. 

Кажущиеся параметры для кинетической схемы Михаэлиса-Ментен 

рассчитывали из зависимости начальных скоростей реакций от концентрации 

субстрата (щ,5-% КМ) при помощи нелинейной регрессии в программе OriginPro 9.1 

(“OriginLab Corporation”, США). 

Коэффициент поглощения белков были пересчитаны при помощи спектров 

поглощения белка и кофактора из него. Спектры супернатанта сопоставляли со 

спектрами возможных кофакторов оксидаз. 

3.2.13. Определение температурной активности и стабильности 

Для экспериментов по температурной активности активности измерялись при 

соответствующих температурах. 

Для экспериментов по температурной стабильности 0.1 мл раствора каждого 

из ферментов (в соответствующем буфере для хранения) в концентрации 30 мкг/мл 

помещали в тонкостенные 0.5 мл Eppendorf tube. Пробирки инкубировали в водном 

термостате (“VEB MLV Proliferate-WERK”, Германия). Пробирки вытаскивали через 

10 минут и сразу охлаждали во льду, после чего измеряли активность. Температуру 

повышали с шагом в 5 ºС. Зависимость остаточной активности от температуры 

анализировали с помощью OriginPro 9.1 (“OriginLab Corporation”, США). 
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Уравнение для температурной стабильности: 

𝐴 = 𝐴଴
1

1 + 𝑒(ି்ା ೘்)·௦௟௢௣௘
 

где A – активность, A0 – начальная активность, T – температура, Tm – температура, 

при которой наблюдается половина активности. 

Уравнение для температурной активности: 

𝐴 = 𝐾𝑒ாೌ/ோ்
1

1 + 𝑒(ି்ା ೘்)·௦௟௢௣௘
 

где A – активность, K – предэкспоненциальный коэффициент, T – температура, Tm – 

температура, при которой наблюдается половина активности, Ea – наблюдаемая 

энергия активации. 

3.2.14. Определение pH-зависимостей активности и стабильности 

Для экспериментов по изучению pH-зависимости активности растворы 

ферментов разбавляли в 50 мМ ацетат-фосфат-Трис-глицин буфере с различными 

pH и измеряли активность в аналогичном буфере. Эксперименты по изучению 

pH-зависимости проводились как измерение остаточной активности данных 

растворов ферментов (30 мкг/мл) после инкубирования в течение 10 минут при 

45-50ºC в зависимости от температурной стабильности. 

3.2.15. Построение 3D моделей структур OpaDAAO и анализ молекулярной 

динамики 

Множественное выравнивания аминокислотных последовательностей 

проводили в программе UGENE 43.0 [77] с использование алгоритма MUSCLE [78]. 

Структуры смоделированы при помощи сервера RoseTTAFold-server [79]. Молекула 

FAD была добавлена внутрь глобулы основываясь на структуре оксидазы 

D-аминокислот из R. gracilis (PDB ID 1C0P) [46]. Молекулярная динамика 

производилась с использованием программы NAMD [80] и силового поля 

CHARMM36 [81]. Параметры силового поля для молекулы FAD подготовлены 

основываясь на параметрах из CgenFF [82 , 83] и его стиле наименования атомов [84 

, 85]. Структуры подготавливали к молекулярной динамике и вставляли в 15А-бокс 

из воды с уравновешиванием зарядов с помощью NaCl в программе VMD [86]. 
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Периодические граничные условия с постоянным давлением и температурой 

применялись при помощи Ланджевиновской динамики и Nose-Hoover Langevin 

piston pressure control. Twin-range cutoff of 10/14 Å использовали для 

электростатических взаимодействий и взаимодействий, описываемых потенциалом 

Леннарда-Джонса. Времена симуляции молекулярных динамик составляли 100 нс.  

Докинг субстратов проводили при помощи программы AutoDock с 

ускорением на GPU [87, 88]. Для проведения докинга использовали следующие 

параметры: ga_pop_size = 150, ga_num_evals = 25000000, ga_run = 20, 

ga_mutation_rate 0.02÷0.08, Solis-Wets метод. Для отбора результатов докинга 

ориентировались на положения Cα, N и С атомов D-аминокислоты, подходящих для 

катализа реакции. 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 исходя 

из потенциально возможных взаимодействий субстрата с DAAO. Параметры 

силового поля генерировали при помощи сервера CHARMM-GUI Input 

generator [81]. 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 расчета RMSD использовали пять 

циклов отклонений структурных выбросов (параметр “cycles”). Изображение 

подготовлены в программе PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 

2.1.0, Schrödinger, LLC). 

3.2.16. Биоинформатический поиск генов потенциальных DAAO 

Поиск новых DAAO по гомологии проводили с помощью программы 

BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.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 

секвенированы в ходе выполнения работ в рамках Соглашения № 075-15-2021-1396 

от 26.10.2021 (Федеральная научно-техническая программа развития генетических 
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технологий на 2019–2027 годы). Для дальнейшей работы отбирали 

последовательности, показавшие наиболее высокую гомологию. Множественное 

выравнивание отобранных последовательностей и ряда известных 

последовательностей бактерий и дрожжей проводили с помощью программы Clustal 

X 1.83. 

3.2.17. Экспрессия TvDAAO клетках E. coli 

Экспрессию TvDAAO и ее мутантов проводили в клетках E. coli BL21 (DE3) 

pLysS Codon Plus. Для получения штамма-продуцента компетентные клетки E. coli 

BL21 (DE3) pLysS Codon Plus трансформировали плазмидной ДНК, несущей ген 

tvdaao и высевали на чашки Петри с агаризованной средой, содержащей канамицин 

(30 мкг/мл) и хлорамфеникол (25 мкг/мл) или тетрациклин (8 мкг/мл). С чашки 

отбирали единичную колонию и культивировали в течение ночи на 

модифицированной среде 2YT в присутствии глюкозы (5 г/л), канамицина 

(30 мкг/мл) и хлорамфеникола (25 мкг/мл) или тетрациклина (8 мкг/мл) при 37ºС и 

180 об/мин. Утром клетки пересевали на свежую среду 2YT (разбавление в 100 раз) 

и культивировали при 37ºС и 180 об/мин до достижения величины поглощения на 

600 нм A600≈1,0. Посевной материал вносили в колбы для культивирования в 

количестве 10% от общего объема среды, содержащей 30 мкг/мл канамицина и 5 г/л 

глюкозы. Затем клетки снова пересевали на свежую среду 2YT (разбавление в 10 

раз) в конические колбы с отбойниками объёмом 1 л (объем среды составлял не 

более 15% от объема колбы) и культивировали при 30ºС и 90 об/мин. Примерно за 1 

час до индукции в среду добавляли рибофлавин и D-метионин до концентрации 

80 мг/л и 0,5 мМ соответственно. Затем при поглощении клеток на 600 нм A600≈1,0 

осуществляли индукцию экспрессии гена tvdaao добавлением в среду ИПТГ до 

концентрации 0,1 мМ. После индукции клетки культивировали в течение 8-10 часов 

при 22 ºС и 90 об/мин, каждые 2 часа отбирая пробы по 1,5 мл среды с клетками из 

каждой колбы. В пробах измеряли величину поглощение на 600 нм, клетки осаждали 

на центрифуге “Eppendorf 5415D” (1 мин, 6000 об/мин), для контроля за лизисом 

клеток измеряли активность TvDAAO в культуральной жидкости. Осадок клеток 

ресуспендировали в 1 мл лизирующего буфера (0,5 мг/мл лизоцим, 0,2% об. Тритон 
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Х-100, 0,1 М КФБ, рН 8,0), замораживали при –20ºС в течение 30 минут, затем 

инкубировали в шейкере в течение 2-3 часов. Осадок разрушенных клеток осаждали 

центрифугированием и определяли активность TvDAAO в супернатанте (см. раздел 

3.2.14). После окончания культивирования колбы помещали в лед, охлаждали 10–20 

минут и клетки осаждали на центрифуге “Eppendorf 5804R” (6000 об/мин, 5 мин, 

+4ºС). Полученный осадок клеток ресуспендировали в 20 мМ Трис-HCl рН 8,0 в 

соотношении 1:4 (масс) и помещали на -20ºС. 

3.2.18. Выделение и очистка TvDAAO 

Для выделения TvDAAO из клеток E. coli использовали обработку 

ультразвуком на приборе «Sonifier». Фальконы на 50 мл, содержащие суспензии 

клеток с одной колбы помещали в лед, перо сонификатора погружали в суспензию 

на глубину около 1 см. Проводили 5 циклов обработки клеток по 30 с (мощность = 

5, периодичность импульсов = 50 %) и перерывами 30 с. После чего суспензию 

разрушенных клеток центрифугировали на центрифуге “Eppendorf 5804R” (13000 

об/мин, 30 минут, +4ºС). Полученный бесклеточный экстракт фильтровали через 

фильтр с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм. Затем проводили очистку TvDAAO с 

помощью анионообменной хроматографии на колонке MonoQ HR 10/10 с 

использованием прибора FPLC “ÄKTA Purifier” фирмы “GE Healthcare” 

(Великобритания). Раствор фермента наносили на колонку в 20 мМ Трис-HCl, pH 

8,0. Десорбцию TvDAAO проводили в линейном градиенте 0–300 мМ NaCl, 20 мМ 

Трис-HCl, pH 8,0 со скоростью 2,0 мл/мин в течение 80 минут, контролируя 

активность TvDAAO в собранных фракциях. Заключительной стадией очистки 

являлась гель-фильтрация на колонке 1 x 25 см с носителем Sephadex G-25 

(“Pharmacia”, Швеция) в 0,1 М КФБ, рН 8,0. Чистоту мутантных TvDAAO и 

фермента дикого типа определяли с помощью белкового электрофореза в 

денатурирующих условиях. 

3.2.19. Определение концентрации TvDAAO 

Концентрацию TvDAAO определяли по концентрации связанной молекулы 

окисленного FAD. Использовали коэффициент экстинции 11800 М-1см-1 при 455 нм. 
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Измерения проводили на спектрофотометре UV-1601PC или UV-1800PC 

(“Shimadzu”). 

3.2.20. Определение активности TvDAAO 

Для определения активности TvDAAO использовали перекрестную реакцию 

с участием пероксидазы из корней хрена. В качестве субстрата для TvDAAO 

использовали D-метионин, для пероксидазы из корней хрена – АБТС. В 

спектрофотометрическую кювету (рабочий объем 1 мл, оптический путь 1 см) 

добавляли насыщенный воздухом 50 мМ КФБ, рН 8,0 и 100 мМ раствор D-Met в 50 

мМ КФБ (в сумме 970 мкл). После термостатирования кюветы в течение 10 минут 

30ºС в нее добавляли 20 мкл водного раствора АБТС (16 мг/мл) и термостатировали 

еще 2 минуты. Затем в кювету добавляли 10 мкл раствора пероксидазы в 50 мМ КФБ 

(5 мг/мл) и пробу TvDAAO (30 мкл). Определение активности проводили по 

накоплению продукта окисления АБТС на длине волны 414 нм (ε414=36000 М-1см-1) 

на спектрофотометре UV-1800 (“Shimadzu”). 

3.2.21. Определение каталитических параметров TvDAAO с 
цефалоспорином С 

Для определения кинетических параметров с цефалоспорином C проводили 

реакцию при 30 °С в пробирках объемом 1,5 мл в термомиксере Thermomixer comfort 

(“Eppendorf”, Германия) при 1400 об/мин. Общий объем реакционной смеси 

составлял 500 мкл. В определенные моменты времени отбирали 50 мкл реакционной 

смеси и смешивали с 50 мкл 0,1 М HCl для остановки реакции. Затем образец 

разбавляли в подвижной фазе для проведения ВЭЖХ в 5–50 раз в зависимости от 

концентрации цефалоспорина C. Для разделения продуктов реакции от 

цефалоспорина C использовали ВЭЖХ на колонке Диасфер C16 4x125 мм, размер 

частиц 5 мкм, размер пор 110 Å (ЗАО “БиоХимМак СТ”, Россия) на блочной системе 

фирмы KNAUER Wissenschaftliche Geräte GmbH (Германия). Разделение проводили 

при 40 °C и 0,75 мл/мин. В качестве подвижной фазы использовали 0,2 М ацетат 

натрия pH 5,3 с добавлением 10 об% ацетонитрила. Обработку результатов 

хроматографий проводили в программе ClarityChrom 3.0.7.662 (KNAUER 

Wissenschaftliche Geräte GmbH, США). Активность определяли по начальной 
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скорости убыли пика, соответствующего цефалоспорину С. Для определения 

значений каталитической константы и константы Михаэлиса ферментов с 

цефалоспорином C варьировали его концентрацию в диапазоне от 0,5 до 5 KM. 

Полученные данные обрабатывали методом нелинейной регрессии в программе 

OriginLab 9.2 согласно уравнению Михаэлиса-Ментен. 

3.2.22. Изучение температурной стабильности TvDAAO 

Температурная стабильность мутантных TvDAАO и фермента дикого типа 

изучалась в 0,1 М КФБ, рН 8,0 при различных температурах с шагом 2ºС. Для 

эксперимента готовились серии из тонкостенных пластиковых пробирок объемом 

0,5 мл, в которые помещали по 100–110 мкл фермента. Пробирки инкубировали в 

водном термостате при необходимой температуре (точность термостатирования 

±0,1 оС). Через определенные промежутки времени пробирки вынимали, охлаждали 

в течение 1–2 мин во льду и измеряли активность. Эксперимент останавливали после 

уменьшения активности фермента до 5-10% от исходной величины. Для расчета 

кинетических параметров процесса инактивации мутантных TvDAAO строили 

зависимости остаточной активности от времени и анализировали с помощью прог-

раммы OriginPro 9.2 (OriginLab Coroporation, США) методом нелинейной регрессии. 

3.2.23. Изучение окислительной стабильности TvDAAO 

Стабильность к действию пероксида водорода для мутантных TvDAAO и фермента 

дикого типа изучалась в 0,05 М КФБ, pH 8,0 при 30 °C при различных концентрациях 

пероксида водорода (0,01, 0,05, и 0,1 моль/л). Конечная концентрация фермента при 

разбавлении и добавлении раствора пероксида водорода составляла 10 мкг/мл. Через 

определенные промежутки времени отбирали пробы по 100 мкл и добавляли к ним 

по 50 Ед каталазы (5 мкл раствора каталазы 10000 Ед/мл), после чего измеряли 

активность TvDAAO учитывая разбавление фермента раствором каталазы. 

Эксперимент останавливали после уменьшения активности фермента до 5-10% от 

исходной величины. Для расчета кинетических параметров процесса инактивации 

мутантных TvDAAO строили зависимости остаточной активности от времени и 

анализировали с помощью программы OriginPro 9.2 (OriginLab Coroporation, США) 

методом нелинейной регрессии. 
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

4.1. Поиск генов потенциальных OpaDAAO 

В официальной аннотации генома дрожжей O. parapolymorpha DL 1, 

имеющегося в базе данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-

hub/taxonomy/871575/), указаны гены трех оксидаз D-аминокислот, из которых две 

были аннотированы как D-аспартат оксидазы. Нами был проведен более тщательный 

анализ этого генома с помощью программы BLASTp, используя в качестве шаблона 

последовательности уже известных оксидаз D-аминокислот. Данный анализ показал 

наличие шести генов потенциальных DAAO (табл. 4.1). Позже мы подтвердили 

каталитическую активность с D аминокислотами у всех найденных ферментов. 

Такое большое количество паралогичных генов оксидаз D-аминокислот в одном 

организме описано впервые. Оказалось, что официальная аннотация была проведена 

неверно, так как гены, аннотированные, как D-аспартат оксидазы, оказались 

оксидазами D-аминокислот с широкой субстратной специфичностью. 

Таблица 4.1.  
Соответствие сокращений и кодов доступа в базах данных GenBank, NCBI and 
Uniprot 

Номер GenBank Номер гена NCBI UniProt номер Название 

XM_014077242, 

XP_013932717 
HPODL_02914 W1Q8E7 OpaDAAO1 

XM_014081785, 

XP_013937260 
HPODL_02165 W1QLN4 OpaDAAO2 

XM_014079341, 

XP_013934816 
HPODL_00899 W1QG04 OpaDAAO3 

XM_014081749, 

XP_013937224 
HPODL_05094 W1QJE0 OpaDAAO4 

XM_014081694, 

XP_013937169 
HPODL_02082 W1QJ82 OpaDAAO5 

XM_014076703, 

XP_013932178 
HPODL_02400 W1Q6P2 OpaDASPO 
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4.1.1. Множественное выравнивание последовательностей 

Мы провели множественное выравнивание аминокислотных 

последовательностей OpaDAAO с другими дрожжевыми DAAO (RgDAAO, 

TvDAAO, CbDAAO, ChDAAO и ReDAAO). OpaDAAO имеют показатели 

идентичности от 24% до 64% по отношению к другим дрожжевым DAAO. Высокие 

показатели идентичности наблюдаются для OpaDAAO3 и CbDAAO (64%), 

OpaDAAO1 и CbDAAO (53%), OpaDAAO2 и TvDAAO (44%). Между собой 

OpaDAAO имеют идентичность от 27% до 54% (таблица 4.2.). Наиболее похожи 

аминокислотные последовательности у OpaDAAO1 и OpaDAAO3 (54% 

идентичности). 

Таблица 4.2. 
 Показатели идентичности аминокислотных последовательностей OpaDAAO. 

 OpaDAAO1 OpaDASPO OpaDAAO2 OpaDAAO3 OpaDAAO4 OpaDAAO5 

OpaDAAO1 100 32 30 54 27 28 

OpaDASPO 32 100 32 34 28 29 

OpaDAAO2 30 32 100 33 32 35 

OpaDAAO3 54 34 33 100 29 28 

OpaDAAO4 27 28 32 29 100 30 

OpaDAAO5 28 29 35 28 30 100 

Нуклеотид-связывающий мотив GXGXXG наблюдается в самом начале 

N-концевого участка у всех OpaDAAO. Пероксисомальная сигнальная 

последовательность (PTS1) (PROSITE, PS00342) была найдена только у OpaDAAO5 

(Ser/Arg/Leu) и OpaDASPO (Ser/Lys/Leu). На С-конце OpaDAAO2 присутствует 

последовательность (His/Lys/Leu), которая вероятно также может использоваться 

для транспорта фермента в пероксисомы. Все OpaDAAO не имеют петли, 

участвующей в димеризации RgDAAO (петля Ser308-Lys321) [43]. 

В RgDAAO остатки Arg285 и Tyr223 участвуют в связывании карбоксильной 

группы D-аминокислоты [50]. Arg285 в RgDAAO соответствует остаткам Arg, 

имеющимся во всех OpaDAAO. Остатку Tyr223 в RgDAAO есть соответствующие 
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остатки в OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3 и OpaDAAO5. Для OpaDAAO4 и 

OpaDASPO в похожей позиции находятся остатки Met и Phe. 

В RgDAAO карбонильный кислород остатка Ser335 участвует в связывании 

аминогруппы D-АК. Соответствующими остатками для OpaDAAO являются остатки 

глицина для OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3 и OpaDASPO, остаток аспарагина 

для OpaDAAO4 и остаток гистидина для OpaDAAO5. 

Остатки Asn54 и Gln339 связывают D-АК через водородные связи с 

молекулой воды в качестве посредника в RgDAAO. Остатки, соответствующие 

Asn54 в RgDAAO, это аспарагин для OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3, 

глутамин для OpaDAAO4, гистидин для OpaDASPO и фенилаланин для OpaDAAO5. 

Остатки, соответствующие Gln339 в RgDAAO, это глутамин для OpaDAAO1, 

OpaDAAO2, OpaDAAO3, OpaDAAO5, треонин для OpaDAAO4 и глутамат для 

OpaDASPO.



59 
 

 

Рис. 4.1 Сравнение аминокислотных последовательностей OpaDAAO с известными DAAO из других источников. 
Множественное выравнивание OpaDAAO с RgDAAO, TvDAAO, CbDAAO, ChDAAO и ReDAAO.
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4.2. Клонирование, экспрессия и очистка OpaDAAO 

Генетические конструкции, содержащие найденные гены в плазмиде 

pET24a, были получены и любезно предоставлены нам Михаилом Анатольевичем 

Эльдаровым (Центр биоинженерии ФИЦ БИОТЕХНОЛОГИИ РАН). Клонирование 

проводилось по стандартной методике с помощью полимеразной цепной реакции, 

все гены не содержали интронов. Изначально предоставленные генетические 

конструкции содержали аффинные таги His6 (His tag), однако от них было решено 

отказаться во избежание влияния дополнительных шести остатков гистидина на 

свойства изучаемых ферментов. Полученные плазмиды с генами opadaao без His tag 

были секвенированы для подтверждения отсутствия случайных мутаций, и 

использованы для трансформации бактерий с последующим культивированием. 

Экспрессию ферментов проводили по стандартной методике для экспрессии 

TvDAAO, разработанной в нашей лаборатории. Мы использовали штамм E. coli 

BL21(DE3)CodonPlus/pLysS, трансформированный соответствующей плазмидой с 

геном целевой OpaDAAO. Пять из шести ферментов были успешно 

экспрессированы в растворимой и активной форме с выходом 17–36 мг целевого 

фермента с литра среды (Таблица 4.3.). Разница значений выходов активного 

фермента связана с разной активностью по субстратам. OpaDAAO5 

экспрессировалась в виде телец включения. Оптимизация условий культивирования 

и попытки рефолдинга не привели к получению растворимой формы этого 

фермента. Была изучена субстратная специфичность новых DAAO и подобраны 

наилучшие субстраты для проведения измерений. Оказалось, что все ферменты 

проявляют максимальную активность с разными субстратами. OpaDAAO1 проявил 

максимальную активность с D-Ala, OpaDAAO2 – c D-Phe, OpaDAAO3 – с D-Met, 

OpaDAAO4 – с D-Pro, OpaDASPO соответственно с D-Asp. В случае с OpaDAAO5 

удалось качественно определить его активность с D-Ser и D-Lys, а также в меньшей 

степени с другими D-аминокислотами. 
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Таблица 4.3. 
Наилучшие субстраты для определения активности и результаты экспрессии 
OpaDAAO. 

 OpaDAAO1 OpaDAAO2 OpaDAAO3 OpaDAAO4 OpaDASPO 

D-АК для 
определения 
активности 

D-Ala D-Phe D-Met D-Pro D-Asp 

Выход 
активного 
фермента, 
Ед/л среды 

7100 600 6200 330 2200 

Выход 
активного 
фермента, 
мг/л среды 

17 24 36 17 20 

Выход ферментов по активности после культивирования сильно 

различается, в случае OpaDAAO2 и OpaDAAO4 он составил 600 и 330 Ед/л среды 

соответственно, в случае OpaDAAO1, OpaDAAO3 и OpaDASPO – 7100, 6200 и 2200 

Ед/л среды соответственно. OpaDAAO2 и OpaDAAO4 проявили более низкую 

активность со своими субстратами, чем остальные изученные ферменты. Экспрессия 

OpaDASPO приводила к частичному лизису клеток E. coli после индукции. 

Подобный эффект наблюдался также при экспрессии DASPO из дрожжей 

Thermomyces dupontii в клетках E. coli [89]. Это может быть связано с нарушением 

метаболизма отрицательно заряженных D-аминокислот, входящих в состав 

клеточной стенки бактерий [90]. Поэтому OpaDASPO может быть протестирована в 

качестве антибактериального агента дрожжей. 

Для очистки каждого фермента была разработана индивидуальная стратегия 

с учетом величин их изоэлектрических точек. OpaDAAO1 очищали с помощью 

катионообменной хроматографии с последующей ультрафильтрацией и 

обессоливанием. Степень очистки составила 80 раз и выход 17%. OpaDAAO2, 

OpaDAAO3 и OpaDAAO4 очищались с помощью двойной анионообменной 

хроматографии с различными pH буферов для хроматографии с последующим 

обессоливанием. Степень очистки составила в диапазоне от 30 до 50 раз и выходы 

после очистки составили 11–18%. 
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Таблица 4.4. 
Физические параметры OpaDAAO и результаты очистки 

 OpaDAAO1 OpaDAAO2 OpaDAAO3 OpaDAAO4 OpaDASPO 

Расчетные 
изоэлектрич
еские точки 

7.8 7.2 8.5 5.8 6.8 

Схема 
очистки 

Катионо-
обменная 

хроматогра
фия 

Обессоли-
вание 

Двойная 
анионооб-

менная 
хромато-
графия 

Обессоли-
вание 

Двойная 
анионооб-

менная 
хромато-
графия 

Обессоли-
вание 

Двойная 
анионооб-

менная 
хромато-
графия 

Обессоли-
вание 

Фракциони-
рование 

(NH4)2SO4 
Диализ 

Двойная 
анионообмен-
ная хромато-

графия 
Обессоливание 

Степень 
очистки 

80 50 30 50 700 

Выход 
после 

очистки, % 

17 12 11 18 40 

Теоретичес-
кая масса 
мономера 

37600 37800 38900 36000 38500 

Олигомер-
ная форма 

Мономер Димер Димер Мономер Мономер 

Данная схема очистки была выбрана для получения более чистых препаратов 

фермента, так как после однократной хроматографии оставалось недопустимо 

большое количество примесных белков. OpaDASPO концентрировали и очищали из 

культуральной среды из-за лизиса клеток, индуцированного экспрессией 

OpaDASPO. Степень очистки подобным методом получилась максимальная среди 

всех OpaDAAO и составила более 700 раз и выход после очистки получился 40%. 

Чистота всех полученных белков была выше 90% по SDS-PAGE, отношение 

A280/A455, характеризующее чистоту ферментных препаратов и количество 

примесных белков, составило 7.3–9.1 для разных OpaDAAO (Таблица 4.4). 

Нами была проведена гель-фильтрация для определения олигомерной 

формы ферментов. При концентрации 0.1 мг/мл OpaDAAO1, OpaDAAO4, 
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OpaDASPO элюировались с колонки в виде мономерной формы и OpaDAAO2, 

OpaDAAO3 выходили в виде димерной формы. 

Чтобы доказать присутствие нековалентно связанного FAD, нами были 

изучены спектры нативного и супернатанта инактивированных ферментов, а также 

спектры ферментов с восстановленной молекулой FAD. Все ферменты имеют 

типичный для DAAO спектр поглощения c двумя максимумами, соответствующими 

флавину в видимой области. (Рис 4.3). Спектры в видимой и ультрафиолетовой 

области и ВЭЖХ анализ супернатанта раствора денатурированного белка, 

инкубированного 10 минут при 95ºC, показывают присутствие свободных молекул 

FAD, что свидетельствует о нековалентном взаимодействии FAD с белковой 

глобулой. Коэффициенты экстинкции связанной молекулы FAD внутри глобулы 

изучаемых ферментов находятся в диапазоне от 10100 до 12900 M-1cm-1 при 455 нм 

(максимуме поглощения FAD). Инкубация с субстратами ведет к исчезновению 

пиков, соответствующих окисленной форме FAD. 
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Рис. 4.3. Спектры поглощения OpaDAAO, супернатанта инактивированного 
белка и фермента с субстратом. 
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4.3. Изучение и сравнительная характеристика новых OpaDAAO 

4.3.1. Изучение влияния pH на активность и стабильность OpaDAAO 

Для оптимизации условий хранения и определения активностей необходимо 

подобрать буферы, в которых ферменты проявляют наибольшую активность и 

инактивируются меньше всего. На активность и стабильность ферментов влияет pH 

среды и ионная сила раствора. Нами были изучены зависимости активности и 

стабильности ферментов от этих параметров. Для всех измерений использовали 

комбинированный 50 мМ Na-ацетат-фосфат-Трис-глицин буфер, чтобы иметь 

буферную емкость в максимально широком диапазоне значений pH. После 

определения величины pH, при котором фермент проявляет максимальную 

активность, влияние ионной силы изучалось в фосфатных буферах подобранных 

значений pH различных концентраций. Влияние pH и ионной силы на стабильность 

ферментов изучали, измеряя активность после инкубации ферментов в различных 

буферах при высоких температурах в течение 10 минут. 

Как было сказано во введении, все известные на данный момент дрожжевые 

оксидазы D-аминокислот обладают различающимися pH-профилями стабильности 

и активности, что является одной из проблем применения DAAO на практике. В 

случае OpaDAAO1 мы получили именно такие зависимости, однако для остальных 

ферментов, в особенности OpaDAAO2, OpaDAAO3 и OpaDASPO, оказалось, что 

pH-профили их стабильности и активности практически совпадают (рис. 4.4.). 

OpaDAAO1 имеет наивысшую активность при pH > 8, и pH-профиль 

стабильности OpaDAAO1 сильно отличается от pH-профиля активности, 

представляя собой колоколообразную зависимость с наивысшей стабильностью при 

pH 6.5. Профили pH-активности и стабильности OpaDAAO2 практически совпадают 

и представляют собой стандартную колоколообразную зависимость активности от 

pH с максимумом в диапазоне от 6.0 до 8.5. В случае OpaDAAO3 профили имеют 

такую же, но менее широкую колоколообразную зависимость с максимумом в 

диапазоне 7.5–9.0 с явно выраженным пиком при pH 8.0, причем профиль 

pH-активности оказался менее широким, чем профиль стабильности. OpaDAAO4 

имеет узкие смещенные вправо ассиметричные зависимости похожие друг на друга  
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Рис. 4.4. Влияние pH на активность и стабильность OpaDAAO 
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по форме, но с различающимися максимумами. В случае pH-активности максимум 

достигается при pH 7.0, в случае pH-стабильности – при pH 6.0. OpaDASPO имеет 

стандартные колоколообразные зависимости с максимумами при pH 7.0–9.0. 

Примечательно, что профиль pH-стабильности OpaDASPO имеет ярко выраженный 

провал при pH 7.5. В случае профиля pH-активности данный эффект не наблюдается. 

Далее было изучено влияние концентрации буферов на активности и 

стабильности изучаемых ферментов. В случае OpaDAAO1 и OpaDAAO2 активность 

и стабильность ферментов убывает с увеличением концентрации, причем для 

OpaDAAO1 этот эффект выражен сильнее. В случае OpaDAAO3 в исследуемом 

диапазоне активность практически не зависит от концентрации буфера, 

стабильность же незначительно уменьшается при высоких концентрациях. 

OpaDAAO4 имеет уникальную форму зависимости стабильности от концентрации 

буфера с пиком при 50 мМ и меньшей стабильностью как при 20 мМ, так и при 100 

Мм и 200 мМ. В случае OpaDASPO стабильность сильно падает с увеличением 

концентрации буфера, активность практически не меняется.  

По результатам экспериментов было решено использовать следующие 

буферы для хранения и измерения активностей (Таблица 4.5). В случае OpaDAAO1 

было решено использовать 20 мM НФБ pH 6.5 для хранения и 20 мМ Трис-HCl pH 

8.0 для определения активности. В случае OpaDAAO2 было решено использовать 50 

мM НФБ pH 7.0 для хранения и 50 мМ НФБ pH 8.0 для проведения измерений 

активности. В случае OpaDAAO3 - 100 мМ НФБ pH 8.0 для хранения и такой же для 

проведения измерений активности. OpaDAAO4 – 50 мМ НФБ pH 6.0 для хранения и 

50 мМ НФБ pH 7.0 для проведения измерений активности. И в случае OpaDASPO 

использовался 20 мМ НФБ pH 7.0 и 50 мМ НФБ pH 8.0 для хранения и измерения 

активностей соответственно. Во все буферы для хранения была сделана добавка 10% 

глицерина для повышения вязкости раствора и дополнительной стабилизации 

ферментов, также в случае OpaDAAO1 добавлялся 0,01% Triton X-100 для 

предотвращения агрегации фермента и сорбции на пластике, в случае OpaDAAO4 

добавлялось 0.5 М сахарозы по результатам подбора добавок для стабилизации. 
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Рис 4.5. Влияние концентрации буфера на активность и стабильность 
OpaDAAO 
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Таблица 4.5 
 Буферы для очистки, хранения и определения активности ферментов.  

Фермент OpaDAAO1 OpaDAAO2 OpaDAAO3 OpaDAAO4 OpaDASPO 

Буфер для 
хранения 
клеточной 

массы 

HEPES 
20 мМ 
pH 7.5 

Трис-HCl 
20 мМ 
pH 8.5 

Трис-HCl 
20 мМ 
pH 7.5 

Трис-HCl 
20 мМ 
pH 7.0 

Трис-HCl 
20 мМ 
pH 8.5 

Буфер для 
хранения 

20 мМ НФБ 
pH 6.5 

50 мМ НФБ 
pH 7.0 

100 мМ 
НФБ 

pH 8.0 

50 мМ  
НФБ 

pH 6.0  

20 мМ НФБ 
pH 7.0 

Буфер для 
хранения, 
добавки  

10% 
глицерин 

0.01% 
Тритон 
X-100 

10% 
глицерин 

10% 
глицерин 

10%  
глицерин 

0.5 M  
сахароза 

10% 
глицерин 

 
 

Буфер для 
определе-

ния 
активности 

20 мМ Трис-
HCl 

pH 8.0 

50 мМ НФБ 
pH 8.0 

50 мМ НФБ 
pH 8.0 

50 мМ  
НФБ 

pH 7.0 

50 мМ НФБ 
pH 8.0 

4.3.2. Изучение влияния температуры на стабильность и активность 

OpaDAAO 

После изучения влияния pH и концентрации буферов на активность и 

стабильность ферментов мы перешли к изучению влияния температуры на 

стабильность и активность ферментов (Рис. 4.6). 

Профили температурной стабильности у всех изучаемых ферментов 

выглядят как типичные сигмоидальные кривые с температурой полуинактивации за 

10 мин инкубации T50(10 мин) равными 48,4, 56,4, 53,7, 58,9 и 48,5 °C для 

OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3, OpaDAAO4 и OpaDASPO соответственно. 

Наименее стабильными оказались ферменты OpaDAAO1 и OpaDAAO4, наиболее 

стабильным оказался фермент OpaDAAO3 с температурой полуинактивации более 

чем на 10 градусов выше, чем у OpaDAAO1 и OpaDAAO4. 
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Рис. 4.6. Влияние температуры на активность и стабильность OpaDAAO. 
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Мы также изучили зависимости активности ферментов от температуры. 

Измерения проводили в течение 30 секунд. Так как при высоких температурах 

фермент успевает инактивироваться за время определения активности, также при 

изменении температуры меняется количество растворимого кислорода, мы можем 

говорить только о скорости накопления субстрата, а не об активности фермента. 

Однако, данные зависимости имеют практический смысл для понимания влияния 

температуры на активность изучаемых ферментов и сравнения ферментов между 

собой.  

4.3.3. Изучение кинетики термоинактивации OpaDAAO1 

Нами была изучена кинетика термоинактивации двух ферментов, имеющих 

наибольшую активность со своими субстратами и представляющими наибольший 

интерес для практического применения – мономера OpaDAAO1 и димера 

OpaDAAO3. 

Для того, чтобы предположить механизм термоинактивации фермента, нами 

было изучено влияние концентрации фермента на его термостабильность, а также 

влияние экзогенного FAD. В случае OpaDAAO1 температурную зависимость 

изучали, варьируя температуру в диапазоне от 44 до 52 оС с шагом 2 оС. Инактивация 

проводилась до остаточной активности фермента 5-10% от начальной. На рис 4.7.1 

представлены зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени при 

различных температурах при постоянной концентрации фермента, равной 30 

мкг/мл. 

Повышение температуры ожидаемо приводит к понижению температурной 

стабильности фермента. Как правило, для большинства мономерных ферментов 

термоденатурация происходит по мономолекулярному механизму и зависимость 

остаточной активности от времени описывает одноэкспоненциальной функцией 

y = A∙exp(-k1∙x). Однако при термоинактивации OpaDAAO1 наблюдаемые 

зависимости в большинстве случаев плохо аппроксимировались 

моноэкспоненциальной функцией и гораздо лучше описывались суммой двух 

экспонент.  
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Рис. 4.7.1. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
температурах. СЕ = 30 мкг/мл, 20 мМ НФБ, pH = 6.5 + 10% (v/v) глицерина. 

 

Рис. 4.7.2. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
температурах в полулогарифмических координатах. СЕ = 30 мкг/мл, 20 мМ НФБ, 
pH = 6.5 + 10% (v/v) глицерина. 

 



73 

 

Рис. 4.7.3. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях, t = 48 oC, 20 мМ НФБ, pH = 6.5 + 10% (v/v) глицерина. 

 

Рис. 4.7.4. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях в полулогарифмических координатах, t = 48oC, 20 мМ НФБ, pH = 6.5 
+ 10% (v/v) глицерина. 
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Рис. 4.7.5. Зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени при 
различных концентрациях экзогенного FAD. 20 мМ Na-фосфатный буфер, pН 6,5 с 
добавлением 10% (v/v) глицерина. to = 48 °C. 

 

Рис. 4.7.6. Зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени при 
различных концентрациях экзогенного FAD в полулогарифмических координатах. 
20 мМ Na-фосфатный буфер, pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина. to = 48 °C. 
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Также, в случае полулогарифмических координат, несмотря на то что график 

зависимости логарифма относительной активности от времени не имеет 

характерного для биэкспоненциальной зависимости излома, линеаризованные 

зависимости не выходят из нуля. Все это свидетельствует о наличии сложного 

механизма термоинактивации данного фермента. Это может быть связано с быстрым 

установлением равновесия между разными формами фермента во время 

инактивации. 

 

 

Рис. 4.7.7. Исследование реактивации препаратов OpaDAAO1, отобранных 
после заданного значения времени на стадии термоинактивации при 48 °С. 20 мМ 
Na-фосфатный буфер pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина. Начальная 
концентрация фермента [E]0 = 30 мкг/мл. 

На рис. 4.7.3. представлены результаты исследования термоинактивации при 

48 °C при различных концентрациях OpaDAAO1. Повышение начальной 

концентрации фермента приводит к увеличению стабильности фермента, что может 

свидетельствовать о наличии обратимой стадии второго порядка. Зависимости в 

полулогарифмических координатах представляют собой прямые, пересекающие ось 

y не в нуле. 

Добавление экзогенного FAD в отношении с ферментом от 1:1 до 10:1 также 

приводит к повышению температурной стабильности фермента (рис. 4.7.5).  Из этого 
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можно сделать предположение, что предложенная выше обратимая стадия второго 

порядка протекает с участием молекулы FAD. Зависимости в полулогарифмических 

координатах представляют собой прямые, пересекающие ось y не в нуле в 

отсутствие FAD и при отношении [FAD]:[OpaDAAO1] = 1:1. Однако при отношении 

[FAD]:[OpaDAAO1] = 10:1 отсекаемый на оси y отрезок достоверно нельзя отличить 

от нуля с учетом ошибки эксперимента. Это может свидетельствовать о смещении 

равновесной стадии в сторону активной формы OpaDAAO1. 

Исходя из предположения о наличии при инактивации равновесной стадии 

диссоциации FAD можно ожидать, что при остановке воздействия повышенной 

температуры активность OpaDAAO1 будет восстанавливаться вследствие смещения 

равновесия в сторону исходного состояния фермента. Нами была изучена 

реактивация фермента (рис. 4.7.7.). Для этого фермент после инкубации при 

повышенной температуре переносили в лед и проводили определение его 

активности через определенные промежутки времени (0, 20, 40, 60 мин 

реактивации). В результате действительно оказалось, что фермент склонен к 

частичному восстановлению своей активности. 

По результатам проведенных экспериментов можно сделать следующие 

выводы: 

1. OpaDAAO1 в растворе находится в виде мономера. 

2. Схема термоинактивации OpaDAAO1 включает в себя обратимую стадию 

второго порядка. 

3. Эта обратимая стадия протекает с участием FAD. 

Исходя из этих выводов мы сделали предположение, что инактивация 

OpaDAAO1 протекает по механизму, представленному на рис 4.7.8. Холоформа 

фермента EF представляет собой активную форму OpaDAAO1, [E]0 – это начальная 

концентрация OpaDAAO1. В таком случае отношение [EF]/[E]0 равно значению 

остаточной активности A/A0. Данная схема инактивации также объясняет процесс 

реактивации фермента, который заключается в переходе апоформы фермента в 

холоформу при остановке термоинактивации. Это происходит вследствие 

существенного уменьшения значений констант k1, k2, k3 при охлаждении, что 

приводит к смещению равновесия в сторону исходной холоформы OpaDAAO1. 
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Предполагаемая схема температурной инактивации OpaDAAO1. EF и E – 

холо- и форма апоформы OpaDAAO1 соответственно. I – денатурированная форма 

OpaDAAO1, F – молекула FAD. 

4.3.4. Изучение кинетики термоинактивации OpaDAAO3 

Нами была изучена кинетика термоинактивации наиболее стабильного 

фермента – димера OpaDAAO3. Для того, что предположить механизм 

термоинактивации фермента, нами были проведены те же эксперименты, что и в 

случае OpaDAAO1. Температурную зависимость изучали, варьируя температуру в 

диапазоне от 56 до 64 оС с шагом 2 оС. Инактивация проводилась до остаточной 

активности фермента 5-10% от начальной. 

На рис 4.8.1 представлены зависимости остаточной активности OpaDAAO3 

от времени при различных температурах при постоянной концентрации фермента, 

равной 30 мкг/мл. Наблюдаемые зависимости хорошо аппроксимируется 

биэкспоненциальной функцией, а график зависимости логарифма относительной 

активности от времени имеет характерный излом. 

Данный излом может свидетельствовать о наличии двух стадий процесса 

термоинактивации ферментов. Нами было установлено ранее методом 

гель-фильтрации, что OpaDAAO3 находится в димерной форме при концентрациях 

0.1 мг/мл. Соответственно, можно предположить, что первой стадией процесса 

инактивации является диссоциация фермента на субъединицы, а второй стадией - 

его необратимая денатурация. 

Из графика на рис. 4.8.3 видно, что кинетика термоинактивации зависит от 

концентрации фермента, что может свидетельствовать о наличии стадии второго 

порядка в процессе инактивации. 

 

EF E + F

E I

k1
k-1

k2

EF I+F
k3
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Рис. 4.8.1. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
температурах. СЕ = 30 мкг/мл, 50 мМ НФБ, pH = 8.0. 

 

Рис. 4.8.2. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
температурах в полулогарифмических координатах. СЕ = 30 мкг/мл, 50 мМ 
НФБ, pH = 8.0. 
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Рис. 4.8.3. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях, t = 60oC, 50 мМ НФБ, pH = 8.0. 

    

Рис. 4.8.4. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях в полулогарифмических координатах, t = 60oC, 50 мМ НФБ, 
pH = 8.0. 
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Рис. 4.8.5. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях FAD, tо = 60 oC, СЕ = 30 мкг/мл, 50 мМ НФБ, pH = 8.0. 

 

Рис. 4.8.6. Зависимость остаточной активности от времени при различных 
концентрациях FAD в полулогарифмических координатах, tо = 60 oC, СЕ = 30 мкг/мл, 
50 мМ НФБ, pH = 8.0. 
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Нами было изучено влияние экзогенного кофактора FAD на кинетику 

термоинактивации. Часто у различных DAAO наблюдается стадия обратимой 

диссоциации FAD из белковой глобулы в процессе инактивации фермента. В таком 

случае добавление FAD в раствор фермента влияет на его термостабильность. 

Оказалось, что в случае OpaDAAO3 добавление экзогенного FAD не влияет 

на кинетику инактивации фермента (Рис. 4.8.6.). Это означает, что в процессе 

инактивации OpaDAAO3 кофактор FAD либо не диссоциирует, либо диссоциирует 

только необратимо, без наличия стадии обратимой диссоциации. 

Для того, чтобы установить присутствие стадии диссоциации FAD, нами был 

проведен эксперимент по гель-фильтрации образцов OpaDAAO3 различной степени 

инактивации (рис.4.8.7.). 

 

Рис. 4.8.7. Хроматограмма гель-фильтрации образцов OpaDAAO3 различной 
степени инактивации. 

На рис. 4.7.5. черным цветом представлена хроматограмма нативного 

фермента, красным - фермента после инактивации, сохранившего 30% своей 

активности и зеленым цветом представлена хроматограмма полностью 

инактивированного фермента. Как видно, хроматограмма частично 
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инактивированного фермента содержит пик, соответствующий пику свободного 

FAD, что свидетельствует о наличии диссоциации FAD в процессе инактивации. 

Исходя из всех вышеизложенных фактов, мы предлагаем следующую схему 

термоинактивации: димер обратимо диссоциирует на мономеры и далее необратимо 

инактивируется с высвобождением FAD из белковой глобулы. 

D  2M → I 

Для подтверждения этого механизма и последующего расчета кинетических 

констант необходимы дополнительные эксперименты: в частности, необходимо 

изучить возможное влияние агрегации. 

4.4. Субстратная специфичность OpaDAAO 

Все исследуемые OpaDAAO имеют разный профиль субстратной 

специфичности (Рис. 4.9). Все полученные ферменты показывают для всех 

D-аминокислот типичную зависимость скорости реакции от концентрации 

субстрата, соответствующую схеме Михаэлиса-Ментен. Мы определили 

кинетические параметры ферментов с различными D-АК. Для OpaDAAO1 

наибольшие каталитические константы (kcat) наблюдались для субстратов D-Ala, 

D-Met, D-Leu, D-Ser, D-Val (240, 130, 103, 93.6, 70 с-1 соответственно). Для 

OpaDAAO2 наибольшие kcat наблюдались для D-Phe, D-Tyr, D-Leu, D-Met (16.8, 12.4, 

11.2, 8.8 с-1 соответственно). Для OpaDAAO3 наибольшие kcat наблюдались для 

D-Val, D-Ala, D-Met, D-Asn, D-Phe (162, 145, 141, 115, 104 с-1 соответственно). Для 

OpaDAAO4 наибольшие kcat наблюдались для D-Glu, D-Pro, D-Ser (15.1, 9.8, 6.5 с-1 

соответственно). Для OpaDASPO наибольшие kcat наблюдались для D-Asp, D-Glu 

(81.5, 47.8 с-1 соответственно). 

Для OpaDAAO1 наименьшая константа Михаэлиса (KM) наблюдалась для 

D-Ala, D-Met, D-Val (6.3, 10.1, 11 мM соответственно). Для OpaDAAO2 наименьшая 

константа Михаэлиса (KM) наблюдалась для D-Tyr and D-Trp (0.08 и 0.25 мM 

соответственно). Для OpaDAAO3 наименьшая константа Михаэлиса (KM) 

наблюдалась для D-Leu, D-Phe, D-Trp (0.178, 0.249, 0.3 мM соответственно). Для 

OpaDAAO4 наименьшая константа Михаэлиса (KM) наблюдалась для D-Pro (0.49 

мM). Для OpaDASPO наименьшая константа Михаэлиса (KM) наблюдалась для 
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D-Asp and D-Glu (0.44 и 0.61 мM соответственно). Только у OpaDAAO2 

обнаружилась активность с цефалоспорином C (kcat = 13.2 с-1, KM = 1.3 мM). 

Мы бы хотели отметить самые примечательные каталитические 

эффективности (kcat/KM). Для OpaDAAO1 наибольшее значение kcat/KM наблюдалось 

для D-Ala, D-Met, D-Val и D-Ser (38, 13.1, 6.3, 4.56 с-1 мM-1 соответственно). Для 

OpaDAAO2 наибольшее значение kcat/KM наблюдалось для D-Tyr, D-Trp, D-Phe and 

CPC (150, 22, 13.8, 10 с-1 мM-1 соответственно). Для OpaDAAO3 наибольшее 

значение kcat/KM наблюдалось для D-Leu, D-Phe, D-Trp, D-Val и D-Met (580, 420, 113, 

90, 71 с-1 мM-1 соответственно). Для OpaDAAO4 наибольшее значение kcat/KM 

наблюдалось для D-Pro и составило 20 с-1 мM-1. Для OpaDASPO наибольшее 

значение kcat/KM наблюдалось для D-Asp и D-Glu (184, 78 с-1 мM-1 соответственно). 
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Рис. 4.9. Каталитические параметры kcat, KM и kcat/KM ферментов OpaDAAO с 
набором D-аминокислот. 
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Таблица 4.6.1. 
Параметры kcat для OpaDAAO. 

 

Таблица 4.6.2. 
Параметры KM для OpaDAAO. 
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Таблица 4.6.3. 
Параметры kcat/KM для OpaDAAO 

 

4.5. Сравнение новых OpaDAAO c DAAO из других источников 

Мы собрали каталитические параметры наиболее изученных DAAO из 

различных литературных источников и сравнили их с полученными нами 

OpaDAAO. Данные собраны для D-аланина, D-аспартата, D-глутамата, 

D-метионина, D-пролина и D-серина как для наиболее изученных субстратов DAAO. 

  



87 

Таблица 4.7.1. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-аланина 

DAAO Условия 
измерения 

kcat, с-1 KM, мM kcat/KM, 
мM-1с-1 

Источник 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 83.3 0.8 102 [97] 
RgDAAO pH 8.5, 25°С 81.3 1 81.3 [28] 
ReDAAO pH 8.0, 55°C 189 2.7 69.9 [19] 

OpaDAAO1 pH 8.0, 30°C 240 6.3 38  Эта работа  
OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C 145 5.2 28  Эта работа  

CbDAAO pH 8.0, 30°C 117 4.28 27.4 [64] 
pkDAAO pH 8.3, 25°C 6.5 0.77 8.44 [99] 
TvDAAO pH 8.0, 30°C 109 17 6.54 [33] 
hDAAO pH 8.3, 25°C 5.5 0.9 6.11 [100] 
pkDAAO pH 8.5, 25°С 7.33 1.7 4.33 [28] 
hDAAO pH 8.3, 37°C 3.66 1.08 3.39 [8] 
ceDAAO pH 8.3, 37°C 14.9 6.89 2.17 [8] 

OpaDAAO4 pH 7.0, 30°C 2.4 17.8 0.14  Эта работа  
OpaDAAO2 pH 8.0, 30°C 2.5 24 0.11  Эта работа  
OpaDASPO pH 8.0, 30°C 0.93 16 0.057  Эта работа  

Таблица 4.7.2. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-аспарагина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

OpaDASPO pH 8.0, 30°C 81.5 0.44 184  Эта работа  

hDASPO pH 8.3, 37°C 70.6 2.14 33 [8] 

TdDASPO pH 7.5, 60°C 123 8.77 14 [89] 

ceDASPO-1 pH 8.3, 37°C 26.1 5.54 4.71 [8] 

ceDASPO-2 pH 8.3, 37°C 9.49 4.2 2.26 [8] 

ceDASPO-3 pH 8.3, 37°C 2.51 3.81 0.658 [8] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 0.48 18 0.0267 [97] 

Таблица 4.7.3. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-глутамата 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

TdDASPO pH 7.5, 60°C 217 2.16 100 [89] 

OpaDASPO pH 8.0, 30°C 47.8 0.61 78 Эта работа 
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ceDASPO-1 pH 8.3, 37°C 35.4 1.06 33.4 [8] 

ReDAAO pH 8.0, 55°C 90.7 12.1 7.49 [19] 

ceDASPO-2 pH 8.3, 37°C 3.01 0.8 3.76 [8] 

ceDASPO-3 pH 8.3, 37°C 0.76 0.68 1.12 [8] 

OpaDAAO4 pH 7.0, 30°C 15.1 24 0.62 Эта работа 

hDASPO pH 8.3, 37°C 5.54 40 0.139 [8] 

OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C н.д. н.д. 0.092 Эта работа 

OpaDAAO1 pH 8.0, 30°C 3 33±9 0.09 Эта работа 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 1 77.3 0.0133 [97] 

Таблица 4.7.4. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-метионина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

ReDAAO pH 8.0, 55°C 120 0.213 562 [19] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 76.7 0.2 425 [97] 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 81 0.46 176 [33] 

OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C 141 1.98 71  Эта работа  

OpaDAAO1 pH 8.0, 30°C 132 10.1 13.1  Эта работа 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 6.83 0.65 10.5 [99] 

CbDAAO pH 8.0, 30°C 127 27.4 4.65 [64] 

OpaDAAO2 pH 8.0, 30°C 8.8 2.2 3.9  Эта работа  

OpaDAAO4 pH 7.0, 30°C 2.1 24 0.09  Эта работа  

Таблица 4.7.5. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-фенилаланина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C 104 0.249 420  Эта работа  

TvDAAO pH 8.0, 30°C 27 0.37 73 [33] 

OpaDAAO2 pH 8.0, 30°C 16.8 1.22 13.8  Эта работа  

pkDAAO pH 8.3, 25°C 16.7 1.4 11.9 [99] 

ceDAAO pH 8.3, 37°C 25.1 2.72 9.21 [8] 

hDAAO pH 8.3, 37°C 9.89 2.59 3.82 [8] 

OpaDAAO1 pH 8.0, 30°C 29 34 0.88  Эта работа  

Таблица 4.7.6. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-пролина 
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DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

OpaDAAO4 pH 7.0, 30°C 9.8 0.49 20  Эта работа  

pkDAAO pH 8.3, 25°C 10.3 0.56 18.5 [99] 

hDAAO pH 8.3, 25°C 15 1.7 8.82 [100] 

RgDAAO pH 8.5, 25°С 77.3 21.5 3.6 [97] 

OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C 14 46 0.29  Эта работа  

Таблица 4.7.7. 
Каталитические параметры различных DAAO для D-серина 

DAAO 
Условия 

измерения 
kcat, с-1 KM, мM 

kcat/KM, 
мM-1с-1 Источник 

OpaDAAO3 pH 8.0, 30°C 62 8.7 7.1  Эта работа  

OpaDAAO1 pH 8.0, 30°C 93.6 20.6 4.56  Эта работа  

CbDAAO pH 8.0, 30°C 77.3 33.7 2.29 [64] 

pkDAAO pH 8.3, 25°C 3 3.3 0.909 [99] 

hDAAO pH 8.3, 25°C 2.83 3.6 0.787 [100] 

TvDAAO pH 8.0, 30°C 20 37 0.54 [33] 

hDAAO pH 8.3, 37°C 1.23 6.42 0.191 [8] 

OpaDASPO pH 8.0, 30°C 0.242 2 0.12  Эта работа  

OpaDAAO4 pH 7.0, 30°C 6.5 60 0.11  Эта работа  

ceDAAO pH 8.3, 37°C 1.51 20 0.075 [8] 

Таблица 4.7.8. 
Каталитические параметры различных DAAO для цефалоспорина С 

DAAO Условия 
измерения 

kcat, с-1 KM, мM kcat/KM, 
мM-1с-1 

Источник 

TvDAAO 
E32R/F33D/F54S/
C108F/M156L/C2

98G 

pH 8.0 30 °C 0.8 65 79 [33] 

TvDAAO 
E32R/F33D/F54S/

C108F/M156L 

pH 8.0 30 °C 1.6 106 66 [33] 

TvDAAO 
F54S/C108F/M15

6L 

pH 8.0 30 °C 1.9 119 60 [33] 

TvDAAO 
E32R/F33D/F54S/
C108F/M156L/C2

98Q 

pH 8.0 30 °C 1.4 68 50 [33] 
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TvDAAO 
E32R/F33D/F54S/

C108F 

pH 8.0 30 °C 1.9 88 45 [33] 

TvDAAO 
E32R/F33D/F54S/
C108F/M156L/C2

98N 

pH 8.0 30 °C 2.9 121 42 [33] 

TvDAAO C108A pH 8.0 30 °C 23 0.71 31.8 [103] 
TvDAAO pH 8.5 25С 71.7 2.4 29.8 [66] 
TvDAAO 

E32R/F33D/C108
F 

pH 8.0 30 °C 1.15 25.5 22 [33] 

TvDAAO C108F pH 8.0 30 °C 21 0.99 21.3 [103] 
RgDAAO pH 8.5 25С 73.3 4 18.3 [66] 

TvDAAO F54S pH 7.5 22 °C 16.7 0.9 18.3 [103] 
TvDAAO pH 8.0 30 °C 36 1.4 18 [33] 

TvDAAO F54A pH 7.5 22 °C 18.3 1.2 15.7 [103] 
OpaDAAO2 pH 8.0 30 °C 13.2 1.3 10 Эта работа 

TvDAAO F54Y pH 7.5 22 °C 36.7 4.8 7.83 [103] 
TvDAAO pH 8.0 30 °C 19 2.6 7.2 [102] 
TvDAAO pH 7.5 22 °C 6.17 1.6 3.83 [102] 

TvDAAO C108S pH 8.0 30 °C 10.8 5.6 1.9 [102] 
pkDAAO pH 8.5 25С 0.65 2.3 0.283 [66] 

На основе собранных данных можно сделать вывод, что OpaDAAO1 

обладает лучшей каталитической константой по D-аланину и D-серину среди всех 

изученных DAAO. OpaDAAO3 и OpaDAAO1 обладают лучшими каталитическими 

константами по D-метионину и D-фенилаланину. OpaDASPO обладает лучшими KM 

по D-аспартату и D-глутамату среди всех известных DASPO. OpaDAAO3 обладает 

лучшей KM по D-фениланину, OpaDAAO4 – по D-пролину. OpaDASPO является 

безусловным лидером в каталитической эффективности по D-аспарагину, обладая 

более чем в 5 раз большей каталитической эффективностью, чем следующая за ней 

человеческая DAAO. OpaDAAO3 обладает лучшей каталитической эффективностью 

по D-фенилаланину среди всех изученных DAAO. OpaDAAO4 обладает лучшей 

каталитической эффективностью по D-пролину среди всех изученных DAAO. 

OpaDAAO3 и OpaDAAO1 обладают лучшими каталитическими эффективностями 

по D-серину среди всех изученных DAAO. 
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4.6. Построение и анализ модельных 3D-структур OpaDAAO 

Нами были построены модельные структуры изученных OpaDAAO и 

проанализированы активные центры этих ферментов. Модельные структуры были 

построены с помощью недавно созданной программы AlphaFold2 – это программа 

на базе искусственного интеллекта, разработанная Google DeepMind, которая 

выполняет предсказания протранственной структуры белков [105]. Данная 

программа набрала более 90 баллов в конкурсе по предсказанию структур белков 

CASP в 2020 году, что является абсолютным рекордом за все время проведения 

конкурса (100 баллов соответствует полному совпадению предсказанной и 

экспериментальной структуры). Использование данной программы позволяет 

анализировать активные центры ферментов, что может быть полезно при поиске 

новых ферментов с необходимой субстратной специфичностью на основе 

секвенированных геномов. 

Мы смоделировали OpaDAAO с D-AК, имеющими минимальную KM, а 

значит наилучшее связывание в активном центре (Рис 4.10). Полученные структуры 

сравнивали со структурой RgDAAO в качестве модельной. Во всех случаях мы 

наблюдаем остатки Arg в положении, соответствующем связыванию карбоксильной 

группы D-AA (Arg283 для OpaDAAO1, Arg285 для OpaDAAO2, Arg290 для 

OpaDAAO3, Arg277 для OpaDAAO4, Arg296 для OpaDASPO). Для OpaDAAO1, 

OpaDAAO2 и OpaDAAO3 остаток тирозина также участвует в связывании 

карбоксильной группы D-AA (Tyr224 для OpaDAAO1, Tyr226 для OpaDAAO2 и 

Tyr230 для OpaDAAO3). Для всех OpaDAAO атом кислорода полипептидной цепи 

участвует в связывании аминогруппы D-AA (Gly310 для OpaDAAO1, Gly313 для 

OpaDAAO2, Gly318 для OpaDAAO3, Asn303 для OpaDAAO4, Gly323 для 

OpaDASPO). 
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Рис 4.10. Модели активных центров изучаемых ферментов. На каждом из 

рисунков показаны остатки, участвующие в связывании субстрата. 
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В RgDAAO Arg285 и Tyr223 участвуют в связывании карбоксильной группы 

D-AК [50]. Arg285 в RgDAAO соответствует остаткам аргинина, имеющимся во всех 

OpaDAAO. У остатка Tyr223 в RgDAAO есть соответсвующие остатки в 

OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3 и OpaDAAO5. В случае OpaDAAO4 и 

OpaDASPO в похожей позиции находятся остатки метионина и фенилаланина. 

В RgDAAO карбонильный кислород Ser335 участвует в связывании 

аминогруппы D-AК. Соответствующими остатками в случае OpaDAAO являются 

Gly для OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3 и OpaDASPO, Asn для OpaDAAO4 и 

His для OpaDAAO5. 

Asn54 и Gln339 связывают D-аминокислоты через водородные связи с 

молекулой воды как посредником в RgDAAO. Остатки, соответствующие Asn54 в 

RgDAAO это Asn для OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3, Gln для OpaDAAO4, 

His для OpaDASPO и Phe для OpaDAAO5. Остатки, соответствующие Gln339 в 

RgDAAO это Gln для OpaDAAO1, OpaDAAO2, OpaDAAO3, OpaDAAO5, Thr для 

OpaDAAO4 и Glu для OpaDASPO. 

Для OpaDAAO1 не наблюдались взаимодействия с метильной группой 

D-Ala. Для OpaDAAO2 D-Tyr наблюдается стекинговое взаимодействие с Phe228 и 

водородные связи гидроксильной группы с Asn50, Glu90 и Ser212. Для OpaDAAO3 

D-Leu входит в гидрофобное взаимодействие с Tyr230 и Trp223. Для OpaDAAO4 

Met218 участвует в связывании D-Pro. Для OpaDASPO Phe234 и Arg55 участвуют в 

связывании боковой цепи D-Asp. 

4.7 Биоинформационно-структурный подход к поиску новых 

оксидаз D-аминокислот 

Стандартная процедура поиска новых ферментов предполагает поиск по 

гомологии с известными ферментами с данной функцией. В случае оксидаз 

D-аминокислот данный подход неэффективен из-за их низкой гомологии и 

существования фермента с похожей функцией – глициноксидаз. Поэтому в 

дополнение к этой процедуре мы предложили добавить этап построения 

высокоточных структур кандидатных последовательностей, с помощью программы 

AlphaFold2, и сравнения их со структурами уже известных ферментов (DAAO и 

GOX). 
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4.7.1. Поиск новых DAAO из экстремофильных бактерий и архей по 
гомологии 

Таблица 4.8. 
Источники отобранных последовательностей DAAO и GOX. 

№ 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 RgDAAO Rhodosporidium toruloides 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 
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 264257558 
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Чтобы апробировать наш подход, мы провели поиск новых DAAO по двум 

базам секвенированных геномов экстремофильных микроорганизмов: базе UniProt 

NCBI для бактериальных геномов и российской совместной базе секвенированных 

геномов экстремофильных микроорганизмов МГУ имени М.В. Ломоносова и ФИЦ 

«Фундаментальные основы биотехнологии» РАН.  

В качестве референсных использовали аминокислотные последовательности 

ферментов из дрожжей R. toruloides (более известных как R. gracilis), T. variabilis, C. 

boidinii, изученные нами 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. 4.8.  

В случае бактерий использовали последовательности только тех ферментов, 

для которых была точно показана оксидазная активность. В первую очередь новые 

ферменты сравнивали с наиболее хорошо изученными DAOO из R. toruloides, 

T. variabilis и полученными нами OpaDAAO. В результате поиска гомологов DAAO 

в бактериальных геномах, депонированных в UniProt NCBI, найдено большое 

количество кандидатных последовательностей, но уровень гомологии не превышал 

30%. Ферменты с гомологией менее 24% не обладали рядом признаков, характерных 

для оксидаз D-аминокислот, поэтому в дальнейшем рассматривались только 

последовательности с гомологией 24–30%. После проведения анализа по 

консервативным остаткам были отобраны последовательности, характерные только 

для DAAO и глициноксидаз. 

4.7.2. Сравнение аминокислотных последовательностей новых DAAO с 
известными ферментами из бактерий, дрожжей и грибов 

На рис. 4.11 представлена часть результатов множественного выравнивания 

найденных последовательностей (названия новых ферментов выделены 

полужирным курсивом) и последовательностей референcных DAAO. Мы оставили 

только найденные последовательности пяти DAAO из экстремофильных 

микроорганизмов и не привели данные для глициноксидаз. Однако проведено также 

множественное выравнивание последовательностей глициноксидаз и построены 

модельные структуры, по результатам анализа которых они и были отнесены к GOX. 

Из базы геномов МГУ и ФИЦ Биотехнологии РАН после экспертной оценки были 
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отобраны четыре последовательности – по одной из бактерий Natronosporangium 

hydrolyticum ACPA39 [106] и Natroglycomyces albus ACPA22 [107] (этот фермент в 

результате оказался глициноксидазой), и две из археи Natrarchaeobius halalkaliphilus 

AArcht4 [108]. Кроме того, в выравнивании представлены последовательности из 

двух патогенов – Mycobacterium tuberculosis (MycDAAO) и Pseudomonas aeruginosa 

(PaeGOX), также найденные нами в результате поиска по гомологии. Белок 

P. aeruginosa в базе NCBI аннотирован как DAAO. Множественное выравнивание 

отобранных последовательностей проводили с помощью программы Clustal X 1.83. 

Использование этой программы обусловлено тем, что она сама выстраивает 

иерархию в гомологии заданных последовательностей. Результаты такого 

выравнивания дали достаточно ожидаемые результаты. Как следует из рис. 4.11, в 

зависимости от источника ферменты четко разделены на две группы – вверху 

находятся бактериальные DAAO, за ними следуют ферменты дрожжей и грибов, 

сразу за ними – DAAO из архей, а затем глициноксидазы. Вторым интересным 

моментом является то, что наиболее высокую гомологию с бактериальными DAAO 

имеет широко применяемая и хорошо изученная TvDAAO, в то время как вторая, 

даже более полно изученная RgDAAO, находится в самом конце списка перед 

археями. 

Как уже было сказано, трудности в поиске оксидаз D-аминокислот по 

геномным данным связаны с низкой гомологией данного фермента даже у 

близкородственных организмов, а также с малым количеством консервативных 

остатков, что в свою очередь объясняется тем, что аминокислотные остатки в 

данном ферменте связывают довольно большую и разнообразную группу субстратов 

и не участвуют в катализе напрямую. Однако, так как катализ происходит с участием 

кофактора FAD, у ферментов данного типа всегда присутствует характеристическая 

(fingerprint) последовательность, участвующая в связывании кофактора – GxGxxG 

[1]. Для связывания карбоксильной группы аминокислоты считалось обязательным 

наличие в активном центре остатков аргинина и тирозина (R285 и Y223 в RtoDAAO 

и R302 и Y243 в TvaDAAO). Аналогичные остатки присутствуют и в ферментах 

млекопитающих [1]. 
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Рис 4.11. Выравнивание аминокислотных последовательностей оксидаз 
D-аминокислот из дрожжей и бактерий (названия указаны синим и черным 
соответственно). Соответствие названий в таблице 1. Новые последовательности 
DAAO из бактерий, проанализированные в данной работе, выделены полужирным 
курсивом. 

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---------- 
                         . **          :                                     *    *                                                 
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Однако расширение выборки сравниваемых последовательностей 

свидетельствует, что консервативными остаются только характеристическая 

последовательность в FAD-связывающем домене и остаток аргинина, участвующий 

в связывании субстрата за счет взаимодействия с карбоксильной группой. 

Подвижность этого остатка Arg сильно ограничивает соседний консервативный 

остаток пролина (пара ArgPro, рис. 4.11, четвертый ряд выравнивания). Остаток 

тирозина (рис. 4.11, третий ряд выравнивания, середина) консервативным не 

является – в двух из шести оксидаз OpaDAAO, а также в двух бактериальных 

ферментах – MycDAAO и GthDAAO, в этом положении находятся отличающиеся по 

своим свойствам остатки Met, Phe, Ala и Cys. Кроме того, указанная пара признаков 

не может использоваться для аннотации фермента в качестве DAAO, поскольку эта 

же пара (характеристическая последовательность и пара консервативных остатков 

ArgPro) присутствует во всех глициноксидазах.  

 
Рис. 4.12. Выравнивание аминокислотных последовательностей оксидаз 

D-аминокислот из бактерий после отсеивания последовательностей глициноксидаз. 
При анализе выравниваний только бактериальных DAAO можно выделить 

большее число консервативных фрагментов. В первую очередь, пара ArgPro 

расширяется до последовательности GxRPxR, также появляется новая 

консервативная последовательность YGHGGxG. Однако, данные 

последовательности встречаются также и у глициноксидаз. 

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 
               .                  .  *:       . :        :    * ** *      :*:           :  ***** *.:::** *  .  *                                   
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Одна из найденных последовательностей принадлежит DAAO из археи 

N. halalkaliphilus AArcht4 (NhaDAAO). Аминокислотная последовательность этого 

фермента длиннее, чем у бактериальных DAAO. В выравнивании четко выделяются 

три большие вставки в районе FAD- и субстратсвязывающих доменов, а также на С-

конце. Тем не менее, NhaDAAO содержит тот же набор консервативных остатков, 

что и в DAAO бактерий. 

Во втором проанализированном ферменте из N. halalkaliphilus AArcht4 – 

глициноксидазы NhaGOX – положение вставок и делеций очень хорошо совпадает с 

их положением в GOX из P. aeruginosa (рис. 4.10) и других глициноксидазах. По 

результатам сравнения аминокислотных последовательностей можно сделать 

некоторое предположение о типе субстратной специфичности. При сильном 

различии в размерах субстрата можно легко заметить разницу в длине участков, 

формирующих субстратсвязывающий домен, уже на стадии выравнивания 

аминокислотных последовательностей. Например, TvaDAAO, RemDAAO и 

FsoDAAO имеют более длинные последовательности в районе остатков 100–108 

(рис. 4.11, левая часть второго ряда выравнивания). Это обусловлено тем, что эти 

ферменты способны окислять объемный цефалоспорин С, в то время как остальные 

DAAO, имеющие в этой части выравнивания делеции, цефалоспорин С не окисляют. 

Например, CboDAAO специфична к небольшим аминокислотам, в первую очередь 

к D-Ala [64]. Однако следует отметить, что поиск по гомологии не позволяет 

отличить классическую DAAO с широким спектром субстратной специфичности от 

оксидазы D-аминокислот DASPO, специфичной только к D-Asp и D-Glu. Например, 

OpaDAAO1 в аннотации генома O. parapolymorpha DL-1 указана как 

D-аспартатоксидаза (DASPO), хотя наши экспериментальные данные 

свидетельствуют, что это абсолютно не так. Результаты наших исследований 

показали, что фермент имеет широкий спектр субстратной специфичности и по 

рН-профилям активности и стабильности он идентичен RgDAAO и TvDAAO. 

Аналогичная ситуация наблюдается и при аннотации генома Pichia pastoris. 

PpaDAAO1, аннотированная в геноме как оксидаза D-аминокислот, в дейст-

вительности является DASPO, a PpaDAAO2, аннотированная как «гипотетический 
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белок с низкой гомологией с оксидазой D-аминокислот» (hypothetical protein with 

low similarity to D-amino acid oxidase), это именно DAAO [110].  

4.7.3. Построение модельных 3D-структур и их сравнительный анализ с 
известными структурами 

Мы попытались разработать новый, более точный способ определения 

субстратной специфичности оксидаз D-аминокислот по геномным данным с 

помощью компьютерного моделирования 3D-структур данных ферментов. До 

недавнего времени существовала проблема построения точных модельных структур 

DAAO, что связано с их низкой гомологией и малым количеством 

экспериментальных структур, которые можно было бы использовать в качестве 

шаблона. Однако ситуация сильно изменилась с появлением новой программы, 

основанной на использовании искусственного интеллекта – AlphaFold2. Данная 

программа получила 90 баллов на конкурсе CASP, что соответствует 90% средней 

точности в построении модельных структур. Мы использовали данную программу 

для моделирования структур 18 белков (в том числе 8 новых). В табл. 4.9 

представлены результаты попарного сравнения модельных 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 предварительные данные рентгеноструктурного 

анализа TvaDAAO и OpaDAAO1. Такой расширенный набор позволяет более точно 

провести сравнение и повысить достоверность отнесения новых белков к DAAO или 

GOX. Для удобства восприятия результаты сравнения, приведенные в табл. 4.9, 

выделены цветом. Зеленым фоном показаны результаты сравнения 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. 4.9. 1) Последняя модификация 

алгоритма AlphaFold в версии 2022 года [105] действительно позволяет получить 

модельные структуры с очень высокой точностью. 
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Таблица 4.9.  
Среднеквадратичное отклонение между структурами оксидаз D-аминокислот и глициноксидаз. 
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OpaDAAO1 0.00 0.79 0.43 1.19 1.24 1.37 0.89 0.38 0.93 1.00 1.40 1.33 6.22 7.72 3.50 0.98 2.79 3.13 1.05 4.61 1.23 0.80 0.92 1.52 

OpaDAAO2 0.79 0.00 0.71 0.81 0.74 1.06 0.66 0.82 0.84 0.79 1.46 1.34 5.51 10.29 2.22 0.91 7.72 4.31 0.80 5.66 0.87 0.86 0.79 0.96 

OpaDAAO3 0.43 0.71 0.00 1.14 1.12 1.13 0.89 0.53 1.15 0.83 1.53 2.74 6.20 12.49 4.69 1.00 5.01 13.81 0.82 7.17 1.10 0.88 0.82 1.19 

OpaDAAO4 1.19 0.81 1.14 0.00 0.96 1.30 1.01 1.21 1.17 1.08 2.00 2.33 3.10 21.04 2.21 1.10 3.94 2.79 0.99 3.07 1.31 1.36 1.27 1.15 

OpaDAAO5 1.24 0.74 1.12 0.96 0.00 1.45 0.97 1.16 1.20 1.07 2.99 2.96 3.31 19.18 3.90 1.14 3.72 11.66 1.04 5.26 1.53 1.12 1.16 1.70 

OpaDASPO 1.37 1.06 1.13 1.30 1.45 0.00 1.19 1.36 1.01 1.15 1.58 2.30 2.85 6.44 3.24 0.95 6.71 3.98 1.00 3.76 1.14 1.18 1.04 1.03 

TvaDAAO_RSA 0.89 0.66 0.89 1.01 0.97 1.19 0.00 0.78 0.88 0.73 1.98 1.94 4.33 6.27 3.54 0.95 7.32 4.60 0.84 11.75 0.98 1.21 0.96 1.05 

OpaDAAO1_RSA 0.38 0.82 0.53 1.21 1.16 1.36 0.78 0.00 0.98 0.92 1.45 1.35 5.95 9.63 3.46 1.04 2.94 4.25 1.04 4.87 1.23 0.88 0.93 1.49 

RtoDAAO_1C0P 0.93 0.84 1.15 1.17 1.20 1.01 0.88 0.98 0.00 0.88 1.47 1.52 3.66 3.85 2.05 0.89 7.28 5.70 0.86 3.65 0.86 0.82 0.93 1.16 

RemDAAO_7CT4 1.00 0.79 0.83 1.08 1.07 1.15 0.73 0.92 0.88 0.00 1.56 1.94 4.81 15.72 3.09 0.91 11.83 2.71 0.78 3.79 0.99 1.01 0.96 1.15 

hDAAO_2DU8 1.40 1.46 1.53 2.00 2.99 1.58 1.98 1.45 1.47 1.56 0.00 0.41 4.50 4.52 1.96 1.09 8.68 9.48 1.16 8.13 1.10 1.38 1.12 1.12 

pkDAAO_1KIF 1.33 1.34 2.74 2.33 2.80 2.30 1.94 1.35 1.52 1.94 0.41 0.00 3.78 4.22 2.83 1.05 4.76 4.67 1.08 5.36 1.07 1.31 1.05 1.07 

GOX_1NG4 6.12 5.51 6.20 3.10 3.31 2.85 4.33 6.11 3.66 4.81 4.50 3.78 0.00 1.33 17.38 2.31 1.24 1.01 2.15 1.21 3.29 3.56 5.44 2.78 

IDA_Ox_6PXS 7.72 10.29 12.49 21.04 19.18 6.44 6.27 9.63 3.85 14.20 5.03 4.22 1.33 0.00 9.26 4.28 1.13 0.91 2.67 1.45 6.90 2.69 5.01 3.35 

NhaDAAO 3.50 2.25 4.69 2.21 3.90 3.24 3.54 3.46 2.05 3.09 1.96 2.83 17.38 9.26 0.00 1.19 9.48 5.26 0.88 10.28 2.59 1.67 2.01 3.00 

NhyDAAO 0.98 0.91 1.00 1.10 1.14 0.95 0.95 1.04 0.89 0.91 1.09 1.05 2.31 4.28 1.19 0.00 1.95 3.09 0.56 2.19 0.50 0.71 0.46 0.70 

NalGOX 2.79 7.72 5.01 3.94 3.72 6.25 7.32 2.94 7.28 12.83 8.68 4.76 1.24 1.13 16.19 1.95 0.00 1.21 3.99 1.54 1.51 2.43 3.79 5.80 

NhaGOX 3.13 4.31 13.81 2.79 11.66 3.98 4.60 4.25 5.70 2.71 9.48 4.67 1.01 0.91 5.26 3.09 1.21 0.00 2.95 1.16 11.37 5.12 5.19 6.13 

RraDAAO 1.05 0.80 0.82 0.99 1.04 1.00 0.84 1.04 0.86 0.78 1.16 1.08 2.15 2.67 0.88 0.56 3.99 2.95 0.00 2.33 0.52 0.59 0.41 0.61 

PaeGOX 4.61 5.66 7.16 3.07 5.26 3.76 11.75 4.87 3.65 3.79 8.13 5.36 1.21 1.45 10.28 2.19 1.54 1.16 2.33 0.00 3.31 3.67 3.15 2.96 

RbaDAAO 1.23 0.87 1.10 1.31 1.53 1.14 0.98 1.23 0.86 0.99 1.10 1.07 3.29 6.90 2.59 0.50 1.51 11.37 0.52 3.31 0.00 0.56 0.45 0.78 

CthDAAO 0.80 0.86 0.88 1.36 1.12 1.18 1.21 0.88 0.82 1.01 1.38 1.31 3.56 2.59 1.67 0.71 2.43 5.12 0.59 3.67 0.56 0.00 0.63 0.94 

RtaDAAO 0.92 0.79 0.82 1.27 1.16 1.04 0.96 0.93 0.93 0.96 1.12 1.05 5.44 5.01 2.01 0.46 3.79 5.19 0.41 3.15 0.45 0.63 0.00 0.64 

GthDAAO 1.52 0.96 1.19 1.15 1.70 1.03 1.05 1.49 1.16 1.15 1.13 1.07 2.78 3.35 3.00 0.70 5.80 6.13 0.61 2.96 0.78 0.94 0.64 0.00 
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Это хорошо видно при сравнении модельной и экспериментальной структур 

OpaDAAO1. Среднеквадратичное отклонение между этими структурами составляет 

всего 0.38 Å. RMSD между модельной и экспериментальной структурами TvaDAAO 

немного больше – 0.56 Å (в табл. 4.9. не показано), но следует учитывать, что эти 

ферменты имеют разную олигомерную структуру (OpaDAAO1 – мономер, 

TvaDAAO – димер). Высокая точность предсказания структуры OpaDAAO1 

приводит к тому, что попарное сравнение 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 функцией 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 результаты 

с NhaDAAO из архей – отклонение модельной структуры от структур других DAAO 

составляет 2.0–3.5 Å (в случае OpaDAAO3 отклонение достигает даже 4.69 Å). В то 

же время разница в структуре NhaDAAO с глициноксидазами намного больше – от 

9 до 17 Å. Также отметим, что этот фермент имеет общую структуру, близкую к 

DAAO человека (RMSD всего 1.96 Å). Такие результаты показывают, что для 

корректного подтверждения, что данный фермент является DAAO, следует 

использовать как можно более широкую выборку структур известных 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 структуры 

позволили отнести этот фермент к оксидазам D-аминокислот. Этот вывод полностью 

подтверждает результаты сравнения структуры активных центров. 

4.7.4. Сравнительный анализ структур активных центров DAAO 

На следующем этапе мы сравнили структуры активных центров новых 

DAAO с известными оксидазами D-аминокислот. Получение и характеризация пяти 

новых оксидаз D-аминокислот из дрожжей O. parapolymorpha, проведенные в 

рамках данной работы, значительно расширяет набор DAAO для сравнения, а тот 
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факт, что все изученные DAAO обладают уникальных спектром субстратной 

специфичности, позволяет проводить такое сравнение еще более эффективно. 

Наиболее наглядно эффективность такого сравнения видна на примере 

NhaDAAO из архей. Как отмечено выше, этот фермент имеет заметные отличия от 

других DAAO как по длине аминокислотной последовательности, так и по общей 

структуре. Однако результаты сравнения структуры именно активных центров 

свидетельствуют, что NhaDAAO и OpaDAAO2 имеют практически идентичные 

активные центры (рис. 4.13).  

       
Рис. 4.13. Модельные структуры активных центров NhaDAAO из архей 

N.halalkaliphilus AArcht4.и OpaDAAO2 из метилотрофных дрожжей 
O.parapolymorpha DL-1. 

При выравнивании общих структур по кофактору FAD видно, что в 

субстратсвязывающем домене помимо консервативного остатка Arg 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 структуры активного центра самой 

OpaDAAO2 полностью согласуются с экспериментальными данными, согласно 

которым наилучшими субстратами являются D-аминокислоты с гидрофобными 

боковыми группами – D-Phe (самая высокая активность), D-Tyr и D-Leu. Поэтому 

вполне логично предположить, что таким же спектром субстратной специфичности 

должна обладать и NhaDAAO. 
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Был проведен также сравнительный анализ активных центров ферментов 

NhyDAAO и OpaDAAO3 (Рис. 4.14). Активные центры данных ферментов менее 

похожи, чем активные центры предыдущей пары, однако все равно можно говорить 

о некоем соответствии. У обоих ферментов присутствует остаток Tyr, а на месте 

остатка Cys в OpaDAAO3 в NhyDAAO находится похожий на него остаток Ser. 

Соответственно можно предположить похожую субстратную специфичность 

данных ферментов, в первую очередь активность с D-Phe и D-Leu. 

 
Рис. 4.14. Модельные структуры активных центров NhyDAAO из 

галофильных бактерий Natronosporangium hydrolyticum ACPA39.и OpaDAAO3 из 
метилотрофных дрожжей O. parapolymorpha DL-1. 

В настоящее время ген этого фермента клонирован в нашей лаборатории, 

проводятся работы по его экспрессии в клетках E. coli. Предварительные 

эксперименты подтвердили, что наилучшим субстратом NhyDAAO являются 

именно D-Leu и D-Phe.  

Сравнение структур DAAO показало, что активные центры ферментов из 

G. thermophila (GthDAAO) и из R. radiotolerans DSM 5868 (RraDAAO) достаточно 

уникальны. В GthDAAO в связывании боковых групп субстратов должны принимать 

участие карбоксильные группы боковых групп остатков Glu202 и Asp204 (рис. 4.15).  
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Рис. 4.15. Докинг D-аланина, D-аспартата и D-лизина в активный центр 

DAAO из G.thermophila и D-аланина, D-глутамата и D-лизина в активный центр 
DAAO из R.radiotolerans DSM 5868. 

Это предполагает, что данный фермент может быть специфичен к D-Lys и 

D-Arg, однако докинг различных D-аминокислот свидетельствует, что обе 

карбоксильные группы остатков Glu202 и Asp204 расположены на довольно 

большом расстоянии (более 3 Å) от молекулы субстрата. Более интересная картина 

наблюдается в случае RraDAAO (рис. 4.15). В связывании боковых групп субстрата 

могут участвовать положительно заряженный остаток Arg226 и отрицательно 

заряженный остаток Glu228. Докинг в активный центр различных D-аминокислот 

позволяет предположить, что RraDAAO должна быть специфичной к положительно 

заряженному D-Lys и потенциально активной с D-Glu. Клонирование гена этого 

фермента представляет интерес, так как D-Lys является плохим субстратом для всех 

описанных DAAO. 

Результаты проведенных экспериментов позволяют сделать несколько 

выводов.  

1. Введение второго этапа - структурного анализа, при идентификации 

генов новых оксидаз D-аминокислот после проведения поиска в геномах по 

гомологии является высокоэффективной и необходимой процедурой. На этом этапе 

удается не только однозначно подтвердить принадлежность нового фермента к 

DAAO, но и сделать предсказание о возможном спектре его субстратной 

специфичности.  

2. Аминокислотные последовательности оксидаз D-аминокислот из 

бактерий имеют низкую гомологию (не более 30%). В ходе анализа 
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последовательностей бактериальных DAAO выявлены новые характерные 

консервативные участки, которые могут быть использованы для идентификации 

данных ферментов при их поиске в геномах. Присутствие новых консервативных 

участков показано и в последовательности DAAO из архей N. halalkaliphilus 

AArcht4 (NhaDAAO). 

3. Впервые ген оксидазы D-аминокислот найден в геноме архей. По 

сравнению с бактериальными DAAO фермент из архей N.halalkaliphilus AArcht4 

(NhaDAAO) имеет более длинную аминокислотную последовательность и меньшее 

сходство общей трехмерной структуры, но результаты структурного анализа 

однозначно показали, что активный центр NhaDAAO практически идентичен 

таковому у OpaDAAO2 из метилотрофных дрожжей O.parapolymorpha DL-1. Также 

в геноме N.halalkaliphilus AArcht4 идентифицирована глициноксидаза, которая по 

своей гомологии наиболее близка к GOX из P.aeruginosa. 

4.8. Получение мутантов оксидазы D-аминокислот из дрожжей 

Trigonopsis variabilis с улучшенными свойствами 

Поиск новых ферментов является не единственным способом получения 

ферментов с заданными свойствами. Альтернативный метод – белковая инженерия 

уже известных ферментов и получение мутантных ферментов с улучшенными 

свойствами. Основным промышленным применением DAAO является процесс 

окисления цефалоспорина С и получения 7-аминоцефалоспорановой кислоты – 

прекурсора цефалоспориновых антибиотиков. Оксидаза D-аминокислот из дрожжей 

Trigonopsis variabilis является самой активной из известных оксидаз D-аминокислот 

с этим субстратом. В нашей лаборатории проводились многолетние эксперименты 

по получению мутантных TvDAAO с повышенной температурной стабильностью, 

химической стабильностью и улучшенными каталитическими параметрами с 

цефалоспорином С. 

4.8.1. Получение многоточечных мутантных TvDAAO 

В рамках данной работы мы провели объединение изученных ранее мутаций 

и получили мутантные оксидазы D-аминокислот с многоточечными заменами. Были 

отобраны следующие замены аминокислотных остатков (рис. 4.16): 
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Glu32Arg/Phe33Asp, которая приводила к улучшению температурной стабильности 

за счет улучшения связей между двумя субъединицами фермента; Phe54Ser, 

важнейшая замена, найденная и изученная в нашей лаборатории, которая привела к 

беспрецендентному улучшению каталитических параметров в реакции окисления 

цефалоспорина С за счет расширения входа в активный центр; замена Cys108Phe, 

которая также находится в активном центре и приводит к увеличению 

температурной стабильности и улучшению каталитических параметров в реакции 

окисления цефалоспорина С; замена Met156Leu, которая была сделана в рамках 

большой работы по изучению влияния остатков метионина на температурную 

стабильность фермента и которая привела к самому значительному увеличению 

температурной стабильности из всех изученных замен; замены остатков цистеина 

Сys298Gly, Cys298Asn и Cys298Gln, который имеет доступ к растворителю и легче 

всего окисляется пероксидом водорода, замены которого на инертные остатки 

привели к сильному повышению стабильности к окислению. 

Ранее в нашей лаборатории уже проводились эксперименты по созданию 

многоточечных мутантов, однако выяснилось, что остатки, расположенные рядом, 

не имеют аддитивного эффекта и не приводят к росту температурной стабильности 

[104]. Выбранные нами замены находятся в разных частях глобулы, что дает все 

основания полагать, что аддиктивный эффект будет наблюдаться. 

Было получено шесть ферментов с многоточечными заменами: один 

фермент с двойной заменой F54S/M156L (SL), один фермент с тройной заменой 

F54S/C108F/M156L (SFL), один фермент с пятью заменами E32R/F33D/F54S/-

C108F/M156L (RDSFL) и три фермента с шестью заменами 

E32R/F33D/F54S/C108F/M156L/С298G (RDSFLG), E32R/F33D/F54S/-

C108F/M156L/C298N (RDSFLN) и E32R/F33D/F54S/-C108F/M156L/C298Q 

(RDSFLQ). Первые два фермента были получены и полностью охарактеризованы 

автором работы, в случае остальных ферментов автор принимал участие в 

характеризации этих ферментов. 
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Рис. 4.16. Положения выбранных для замены аминокислотных остатков 

Glu32, Phe33, Phe54, Cys108, Met156, Cys298.  

Так как все гены, содержащие выбранные замены, были получены ранее, 

наша работа состояла только в объединении этих замен путем рестрикции и 
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лигирования. Полученные гены были экспрессированы в клетках E. coli по 

стандартной методике, ферменты выделены и очищены. Выходы очистки и удельная 

активность полученных мутантов представлены в таблице 4.10. Чистота всех 

ферментов составила более 90% по SDS-PAGE. 

Таблица 4.10.  
Результаты очистки многоточечных мутантных TvDAAO. 

 

Удельная активность всех полученных ферментов по D-Met оказалась ниже, 

чем у фермента дикого типа. Это связано с тем, что замены, приводящие к 

улучшению каталитических параметров с цефалоспорином С негативно влияют на 

каталитические параметры с другими более мелкими по размеру субстратами. 

4.8.2. Каталитические параметры многоточечных мутантных TvDAAO в 

реакции с цефалоспорином С 

Были определены каталитические параметры полученных мутантных 

TvDAAO в реакции окисления цефалоспорина С. Оказалось, что объединение замен 

в большинстве случаев не приводит к ухудшению константы Михаэлиса и 

значительно улучшает каталитическую константу TvDAAO. В итоге получились 

ферменты как с улучшенной каталитической константой по сравнению с ферментом 

дикого типа (SFL, RDSFL, RDSFLN), так и с улучшенной каталитической 

эффективностью (RDSFLG). Результаты представлены в таблице 4.11. 
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Таблица 4.11.  
Кинетические параметры многоточечных мутантных TvDAAO и фермента дикого 
типа в реакции окисления цефалоспорина C. 

 

4.8.3. Температурная стабильность многоточечных мутантных TvDAAO 

Была изучена температурная стабильность полученных ферментов. 

Кинетику термоинактивации изучали в 0,1 М калий-фосфатном буфере pH 8,0 и 

начальной концентрации фермента 10 мкг/мл (рис. 4.17.).  

Все многоточечные мутантные TvDAAO, имеющие стабилизирующие 

замены, проявили более высокую температурную стабильность, чем фермент дикого 

типа. Был наглядно продемонстрирован аддитивный эффект замен, приводящих к 

температурной стабилизации, и ферменты с шестью заменами оказались более чем 

в 8 раз стабильнее, чем фермент дикого типа при температуре 60 °C. 

В случае TvDAAO с пятью и шестью заменами наблюдается эффект 

изменения механизма термоинактивации, что выражается в аппроксимации кривых 

термоинактивации одноэкспоненциальной функцией, а не биэкспонентой, как в 

случае фермента дикого типа. Для димерного фермента TvDAAO характерна 

диссоциативная схема инактивации, которая заключается в обратимой диссоциаци 

димера на мономеры с последующей инактивацией. Соответственно аппроксимация 

одноэкспоненциальной функцией в рамках данного механизма может 



111 

свидетельствовать об изменении кинетики первой стадии процесса – диссоциации 

на мономеры, и установлению квазиравновесия с последующей медленной 

инактивацией. 

 
Рис 4.17. Температурная инактивация многоточечных мутантных форм 

TvDAAO и TvDAAO дикого типа при 60 °C. CE = 10 мкг/мл. 0,1 М KPB pH 8,0. 

4.8.4. Стабильность к действию H2O2 многоточечных мутантных TvDAAO 

Помимо изучения температурной стабильности ферментов важно изучить и 

стабильность к действию пероксида водорода, так как он является побочным 

продуктом реакции окисления субстратов оксидазой D-аминокислот и 

соответственно находится в реакционной смеси. Кинетику инактивации изучали в 

0,1 М растворе H2O2, в 0,1 М калий-фосфатном буфере pH 8,0, начальной 

концентрации фермента 10 мкг/мл и температуре 30 ºC. 

Все полученные мутантные формы были изучены, однако в случае 

ферментов без замен остатка цистеина 298 не наблюдалось никакого улучшения 

стабильности к окислению пероксидом водорода. Это означает, что именно этот 

остаток является скорость-определяющим в данном процессе. Значительное 
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улучшение окислительной стабильности продемонстрировали ферменты RDSFLG, 

RDSFLN и RDSFLQ (рис.4.18.). Все они имеют замены остатков цистеина 108 и 

цистеина 298. 

 
Рис 4.18. Инактивация многоточечных мутантных форм TvDAAO и TvDAAO 

дикого типа в 0,1 М растворе пероксида водорода. CE = 10 мкг/мл. 0,1 М KPB pH 8,0. 
30 ºC. 

В данной части работы были получены 6 многоточечных мутантных форм 

TvDAAO в активном и высокоочищенном виде. Были определены кинетические 

параметры цефалоспорина C. Оказалось, что объединение замен в большинстве 

случаев не приводит к ухудшению константы Михаэлиса и значительно улучшает 

каталитическую константу TvDAAO. Наибольшими значениями каталитических 

констант обладали многоточечные мутантные TvDAAO SFL, TvDAAO RDSFL, 

TvDAAO RDSFLN (119±7, 106±9 и 121±15 c-1 соответственно). В итоге получились 

ферменты как с улучшенной каталитической константой по сравнению с ферментом 

дикого типа (SFL, RDSFL, RDSFLN), так и с улучшенной каталитической 

эффективностью (RDSFLG). Изучены температурная и химическая стабильности 
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полученных ферментов. Объединение мутаций, повышающих температурную 

стабильность, привело к аддитивному эффекту и в случае фермента с шестью 

заменами RDSFLQ период полуинактивации при температуре 60 °C увеличился 

более чем в 8 раз. Химическая стабильность полученных мутантных форм с 

заменами остатка цистеина в 298-м положении также возросла в 5–6 раз по 

сравнению с TvDAAO дикого типа. 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В заключении перечислим основные результаты, полученные в рамках 

данной работы. 

Проведен анализ генома метилотрофных термотолерантных дрожжей 

Ogataea parapolymorpha DL-1. Обнаружено шесть паралогичных генов, 

кодирующих оксидазы D-аминокислот и D-аспартатоксидазу в геноме дрожжей 

Ogataea parapolymorpha DL-1. 

Пять из шести ферментов были успешно экспрессированы в растворимой и 

активной форме. Фермент OpaDAAO5 экспрессировался виде телец включения. 

Была изучена субстратная специфичность полученных ферментов и подобраны 

наилучшие субстраты для проведения измерений. OpaDAAO1 проявил 

максимальную активность с D-Ala, OpaDAAO2 – c D-Phe, OpaDAAO3 – с D-Met, 

OpaDAAO4 – с D-Pro, OpaDASPO соответственно с D-Asp. В случае с OpaDAAO5 

удалось качественно определить его активность с D-Ser и D-Lys.  

Была разработана индивидуальная стратегия очистки полученных 

ферментов с учетом их изоэлектрических точек. Чистота всех полученных белков 

была выше 90% по SDS-PAGE, отношение A280/A455, характеризующее чистоту 

ферментных препаратов и количество примесных белков, составило 7.3–9.1 для 

разных OpaDAAO  

Проведена гель-фильтрация для определения олигомерной формы 

ферментов. При концентрации 0.1 мг/мл OpaDAAO1, OpaDAAO4, OpaDASPO 

элюировались с колонки в виде мономерной формы и OpaDAAO2, OpaDAAO3 

выходили в виде димерной формы. 
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Были изучены зависимости активности и стабильности ферментов от pH 

среды и ионной силы раствора. Все исследованные DAAO имеют разные профили 

pH-активности и pH-стабильности 

Изучено влияние концентрации буферов на активности и стабильности 

изучаемых ферментов и подобраны буферы для хранения и определения 

активностей. 

Изучены профили температурной стабильности OpaDAAO. Наименее 

стабильными оказались ферменты OpaDAAO1 и OpaDAAO4, наиболее стабильным 

оказался фермент OpaDAAO3 с температурой полуинактивации более чем на 10 

градусов выше, чем у OpaDAAO1 и OpaDAAO4. 

Изучены профили субстратной специфичности ферментов. Можно отметить 

самые примечательные каталитические эффективности (kcat/KM). Для OpaDAAO1 

наибольшее значение kcat/KM наблюдалось для D-Ala, D-Met, D-Val и D-Ser (38, 13.1, 

6.3, 4.56 с-1 мM-1 соответственно). Для OpaDAAO2 наибольшее значение kcat/KM 

наблюдалось для D-Tyr, D-Trp, D-Phe and CPC (150, 22, 13.8, 10 с-1 мM-1 

соответственно). Для OpaDAAO3 наибольшее значение kcat/KM наблюдалось для D-

Leu, D-Phe, D-Trp, D-Val и D-Met (580, 420, 113, 90, 71 с-1 мM-1 соответственно). Для 

OpaDAAO4 наибольшее значение kcat/KM наблюдалось для D-Pro и составило 20 с-1 

мM-1. Для OpaDASPO наибольшее значение kcat/KM наблюдалось для D-Asp и D-Glu 

(184, 78 с-1 мM-1 соответственно). 

Построены модельные структуры и изучены аминокислотные остатки, 

участвующие в связывании субстратов в активных центрах. Проведено сравнение 

моделей активных центров с моделью RgDAAO. 

Собраны литературные данные каталитических параметров наиболее 

изученных DAAO для ряда субстратов. На основе собранных данных можно сделать 

вывод, что OpaDAAO1 обладает лучшими значениями каталитической константы по 

D-аланину и D-серину среди всех изученных DAAO. OpaDAAO3 и OpaDAAO1 

обладают лучшими каталитическими константами по D-метионину и D-

фенилаланину. OpaDASPO обладает лучшими KM по D-аспартату и D-глутамату 

среди всех известных DASPO. OpaDAAO3 обладает лучшей KM по D-фенилаланину, 

OpaDAAO4 - по D-пролину. OpaDASPO является безусловным лидером в 
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каталитической эффективности по D-аспарагину, обладая более чем в 5 раз большей 

каталитической эффективностью, чем следующая за ней человеческая DAAO. 

OpaDAAO3 обладает лучшей каталитической эффективностью по D-фенилаланину 

среди всех изученных DAAO. OpaDAAO4 обладает лучшей каталитической 

эффективностью по D-пролину среди всех изученных DAAO. OpaDAAO3 и 

OpaDAAO1 обладают лучшими каталитическими эффективностями по D-серину 

среди всех изученных DAAO. 

Предложен новый биоинформационно-структурный подход к поиску генов 

оксидаз D-аминокислот в секвенированных геномах микроорганизмов. 

В ходе анализа последовательностей бактериальных DAAO выявлены новые 

характерные консервативные участки, которые могут быть использованы для 

идентификации данных ферментов при их поиске в геномах. Присутствие новых 

консервативных участков показано и в последовательности DAAO из архей 

N. halalkaliphilus AArcht4 (NhaDAAO). 

Впервые ген оксидазы D-аминокислот найден в геноме архей. По сравнению 

с бактериальными DAAO фермент из архей N.halalkaliphilus AArcht4 (NhaDAAO) 

имеет более длинную аминокислотную последовательность и меньшее сходство 

общей трехмерной структуры, но результаты структурного анализа однозначно 

показали, что активный центр NhaDAAO практически идентичен таковому у 

OpaDAAO2 из метилотрофных дрожжей O.parapolymorpha DL-1. 

Получены и охарактеризованы многоточечные мутантные TvDAAO. Все 

ферменты с многоточечными заменами обладали улучшенными кинетическими 

параметрами в реакции окисления цефалоспорина C. Наибольшими значениями 

каталитических констант обладали мутантные TvDAAO SFL, TvDAAO RDSFL, 

TvDAAO RDSFLN (119±7, 106±9 и 121±15 c-1 соответственно). Все ферменты с 

многоточечными заменами, кроме TvDAAO SL, обладали значительно увеличенной 

температурной стабильностью. При 60 °C TvDAAO RDSFLG, TvDAAO RDSFLN и 

TvDAAO RDSFLQ проявляют в 15–30 раз более высокую температурную 

стабильность в сравнении с TvDAAO дикого типа.  

Новые многоточечные мутантные TvDAAO по своим свойствам превосходят 

все ранее описанные в литературе мутанты этого фермента. Получены 
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многоточечные мутантные формы TvDAAO, перспективны для использования в 

биотехнологии. В частности, TvDAAO RDSFLN обладает в 4 раза более высокой 

каталитической константой в реакции окисления цефалоспорина C, в 8 раз более 

высокой стабильностью к окислению пероксидом водорода и в 20 раз более высокой 

температурной стабильности по сравнению с ферментом дикого типа. 

6. ВЫВОДЫ 

1. Найдены шесть генов, кодирующих оксидазы D-аминокислот у 

дрожжей O. parapolymorpha DL-1. Такое большое количество генов DAAO в одном 

организме описано впервые. Гены клонированы, проведена экспрессия, очистка и 

характеризация полученных ферментов. Построены модельные структуры. Все 

изученные ферменты обладают уникальным спектром субстратной специфичности. 

2. Разработан биоинформационно-структурный подход к поиску новых 

оксидаз D-аминокислот. Впервые найдены гены, кодирующие оксидазы 

D-аминокислот в археях. Успешно предсказана субстратная специфичность 

оксидазы D-аминокислот по структурным данным. 

3. Получены биокатализаторы на основе TvDAAO с многоточечными 

заменами. Данные ферменты одновременно обладают самыми высокими 

каталитическими параметрами в реакции окисления цефалоспорина С и самыми 

высокими стабильностями к инактивации под действием температуры и пероксида 

водорода.  
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