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Îêñèäàçà D-àìèíîêèñëîò (ÊÔ 1.4.3.3, DAAO) øè-
ðîêî ðàñïðîñòðàíåíà â ïðèðîäå è èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â ðåãóëÿöèè æèçíåäåÿòåëüíîñòè ó ïðîêàðèîò è ýóêàðè-
îò, îñîáåííî ó ìëåêîïèòàþùèõ [1–2]. Íà ïðàêòèêå
íàèáîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå íàøåë ôåðìåíò èç
äðîææåé Trigonopsis variabilis (TvDAAO). Îí èñ-
ïîëüçóåòñÿ â áèîêàòàëèòè÷åñêîì äâóõôåðìåíòíîì
ïðîöåññå ïîëó÷åíèÿ èç öåôàëîñïîðèíà Ñ 7-àìèíîöåôà-
ëîñïîðàíîâîé êèñëîòû – èñõîäíîãî ñîåäèíåíèÿ äëÿ
ñèíòåçà öåôàëîñïîðèíîâûõ àíòèáèîòèêîâ ðàçëè÷íûõ
ïîêîëåíèé, à òàêæå äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåïðèðîäíûõ
L-àìèíîêèñëîò, îïòè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé è
α-êåòîêèñëîò [3–4].

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ôåðìåíò TvDAAO áûë êëî-
íèðîâàí, à çàòåì ýêñïðåññèðîâàí â êëåòêàõ E. coli â
àêòèâíîé è ðàñòâîðèìîé ôîðìàõ [5]. Ìû òàêæå ðàç-
ðàáîòàëè âûñîêîýôôåêòèâíóþ ìåòîäèêó î÷èñòêè, ïî-
çâîëÿþùóþ ïîëó÷àòü ïðåïàðàòû ãîìîãåííîãî ôåðìåí-
òà â òðè ñòàäèè ñ âûõîäîì ïî àêòèâíîñòè áîëåå
65%. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ ñèñòåìàòè÷åñ-
êèå èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ñòàáèëüíîñòè è ìåõà-
íèçìà äåéñòâèÿ TvDAAO.
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Îêñèäàçà D-àìèíîêèñëîò èç äðîææåé Trigonopsis  variabilis (TvDAAO) èñïîëüçóåòñÿ â ôàð-
ìàöåâòè÷åñêîé ïðîìûøëåííîñòè è òîíêîì îðãàíè÷åñêîì ñèíòåçå, îäíàêî äëÿ øèðîêîãî ïðè-
ìåíåíèÿ ôåðìåíòà íåîáõîäèìî ïîâûøàòü åãî ñòàáèëüíîñòü è ïîëó÷àòü íîâûå ìóòàíòíûå
ôîðìû ñ çàäàííîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Ïîïûòêè êðèñòàëëèçàöèè ýòîãî ôåðìåíòà
â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ
ïî áåëêîâîé èíæåíåðèè TvDAAO ìåòîäîì ãîìîëîãè÷íîãî ìîäåëèðîâàíèÿ áûëà ïîñòðîåíà
ìîäåëü òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ýòîãî ôåðìåíòà. Íà îñíîâå àíàëèçà ïîëó÷åííîé ñòðóêòóðû èç
øåñòè îñòàòêîâ öèñòåèíà äëÿ íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà âûáðàíû îñòàòêè Cys108 è Cys298.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: îêñèäàçà D-àìèíîêèñëîò, Trigonopsis variabilis, ñòðóêòóðà,
êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå, áåëêîâàÿ èíæåíåðèÿ.

ïðîäóêòîâ ðåàêöèè. Âñåãî â áåëêîâîé ãëîáóëå
TvDAAO èìååòñÿ øåñòü îñòàòêîâ öèñòåèíà. Âïîëíå
î÷åâèäíî, ÷òî òîëüêî íåêîòîðûå èç íèõ èìåþò ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü ôåðìåíòà. Âûáîð
íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ îñòàòêîâ öèñòåèíà äëÿ ïîñ-
ëåäóþùåãî íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ìîæåò áûòü
ñäåëàí íà îñíîâå òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ôåðìåíòà,
îäíàêî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî âïåðâûå TvDAAO áûë
âûäåëåí áîëåå 30 ëåò íàçàä, òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà
ýòîãî ôåðìåíòà òàê è íå áûëà îïðåäåëåíà. Ïî âñåé
âèäèìîñòè, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðè âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà âìåñòî äèìåðà îáðàçóþòñÿ îëè-
ãîìåðû áîëåå âûñîêîãî ïîðÿäêà.

Öåëü äàííîé ðàáîòû – êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâà-
íèå òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû îêñèäàçû D-àìèíîêèñëîò
èç äðîææåé T. variabilis (TvDAAO), àíàëèç ýòîé
ñòðóêòóðû è âûáîð íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ îñòàòêîâ
öèñòåèíà äëÿ ïîâûøåíèÿ ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà ìå-
òîäîì íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Âûðàâíèâàíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-

òåé TvDAAO è îêñèäàç D-àìèíîêèñëîò ñ èçâåñòíîé
òðåõìåðíîé ñòðóêòóðîé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû “Clustal Õ 1.83”. Êîìïüþòåðíàÿ ìîäåëü
òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû TvDAAO áûëà ïîëó÷åíà ìå-
òîäîì ãîìîëîãè÷íîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïàêåòà ïðîãðàìì “Insight II” íà ñòàíöèè ìî-
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ëåêóëÿðíîé ãðàôèêè “Silicon Graphics”. Â êà÷åñòâå
áàçîâîé èñïîëüçîâàëè ñòðóêòóðó RgDAAO â êîìï-
ëåêñå ñ D-àëàíèíîì (PDB1COP.ENT) ñ ðàçðåøåíè-
åì 1,2 Å [6].

Àíàëèç ïîëó÷åííîé ìîäåëüíîé ñòðóêòóðû ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì “Accelrys Discovery
Studio 2.1”. Ýòîò æå ïàêåò èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèé áåëêîâîé ãëîáóëû.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå ñòðóêòóðû
îêñèäàçû D-àìèíîêèñëîò èç äðîææåé T. variabilis

Èçâåñòíî, ÷òî òî÷íîñòü ìîäåëèðîâàíèÿ çàâèñèò îò
äâóõ îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ – ñòåïåíè ãîìîëîãèè ìåæ-

äó èñõîäíûì è ìîäåëèðóåìûì ôåðìåíòîì è ñòåïåíè
ðàçðåøåíèÿ ñòðóêòóðû, êîòîðàÿ èñïîëüçóåòñÿ â êà÷å-
ñòâå áàçîâîé, èñõîäíîé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû ñòðóêòóðû äëÿ òðåõ
îêñèäàç D-àìèíîêèñëîò, ïîëó÷åííûõ èç ïî÷åê ñâèíüè
è ÷åëîâåêà (pkDAAO è hDAAO ñîîòâåòñòâåííî) [7–
13] è äðîææåé R. gracilis (RgDÀÀÎ) [6, 14], à òàêæå
äëÿ ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ôåðìåíòà – ãëèöèíîêñèäàçû
[15, 16] (òàáëèöà). Êàê âèäíî èç òàáëèöû, âñå ñòðóê-
òóðû pkDAAO è hDAAO íå î÷åíü âûñîêîãî êà÷å-
ñòâà – èõ ðàçðåøåíèå íå ïðåâûøàåò 2,5 Å. Ýòè
ñòðóêòóðû î÷åíü ïîõîæè äðóã íà äðóãà (âåëè÷èíà
RSMD äëÿ Ñα-àòîìîâ ñîñòàâëÿåò îêîëî 1,2 Å), ò.å.
íè îäíà èç íèõ íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé, è äëÿ ðàñ-

Ñòðóêòóðû îêñèäàçû D-àìèíîêèñëîò èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ

Îïèñàíèå ñòðóêòóðû Ðàçðåøåíèå, Å Êîä PDB 

pkDÀÀÎ 

Ñâîáîäíûé ôåðìåíò [7] 3,0  1AA8 

Ñâîáîäíûé ôåðìåíò, óòî÷íåííàÿ ñòðóêòóðà [7] 2,5 1VE9 

Êîìïëåêñ ñ áåíçîàòîì [8] 2,6 1KIF 

Êîìïëåêñ ñ o-àìèíîáåíçîàòîì [9] 2,5 1AN9 

Âîññòàíîâëåííûé ïóðïóðíûé èíòåðìåäèàò â êîìïëåêñå ñ                 
D-ïðîëèíîì [9] 2,5  1EVI 

Âîññòàíîâëåííàÿ ôîðìà ôåðìåíòà â êîìïëåêñå ñ 
èìèíîòðèïòîôàíîì [10] 3,1  1DDO 

Êîìïëåêñ ñ 3-ìåòèë-2-îêñîâàëåðèàíîâîé êèñëîòîé [10] 3,2  1DAO 

hDÀÀÎ 

Êîìïëåêñ ñ áåíçîéíîé êèñëîòîé [11] 2,5  2DU8 

Ñâîáîäíàÿ õîëîôîðìà ôåðìåíòà [12] 2,9  2E48 

Êîìïëåêñ ñ î-àìèíîáåíçîàòîì [12] 2,6  2E4A 

Êîìïëåêñ ñ èìèíîñåðèíîì [12] 3,2  2E49 

Êîìïëåêñ ñ èìèíîäîôàìèíîì [12] 2,7  2E82 

Êîìïëåêñ ñ 4H-ôóðî(3,2-b)-ïèððîë-5-êàðáîíîâîé êèñëîòîé [13] 2,5  3CUK 

RgDÀÀÎ 

Ñâîáîäíûé ôåðìåíò [6] 1,73  1COL 

Êîìïëåêñ ñ D-àëàíèíîì [6] 1,20  1COP 

Êîìïëåêñ ñ L-ëàêòàòîì [6] 1,46  1COK 

Êîìïëåêñ ñ äâóìÿ ìîëåêóëàìè àíòðàíèëàòà [14] 1,9  1COI 

Гëèöèíîêñèäàçà èç B. Subtilis 

Ñâîáîäíûé ôåðìåíò [15] 2,3  1NG3 

Êîìïëåêñ ñ àöåòèëãëèöèíîì [15] 2,6  1NG4 

Êîìïëåêñ ñ ãëèêîëåâîé êèñëîòîé [16] 1,8  1RYI 
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ñìîòðåíèÿ ìîæíî èñïîëüçîâàòü òîëüêî îäèí èç ýòèõ
ôåðìåíòîâ. Â ñëó÷àå RgDÀÀÎ èìååòñÿ íåñêîëüêî
ñòðóêòóð âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ âïëîòü äî 1,20 Å. Êðî-
ìå òîãî, ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé TvDAAO ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè pkDAAO,
hDAAO è RgDÀÀÎ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
ñòåïåíü ãîìîëîãèè ìåæäó TvDÀÀÎ è RgDÀÀÎ ãî-
ðàçäî âûøå, ÷åì òàêîâàÿ äëÿ TvDAAO, ñ îäíîé
ñòîðîíû, è pkDAAO è hDAAO – ñ äðóãîé. Ïîýòî-
ìó äëÿ ïîñòðîåíèÿ êîìïüþòåðíîé òðåõìåðíîé ìîäå-
ëè TvDAAO â êà÷åñòâå èñõîäíîé áûëà èñïîëüçîâà-
íà ñòðóêòóðà RgDÀÀÎ, èìåþùàÿ â áàçå òðåõìåð-
íûõ ñòðóêòóð ôåðìåíòîâ “Protein Data Base”
(PDB) êîä 1COP c ñàìûì âûñîêèì íà íàñòîÿùèé
ìîìåíò ðàçðåøåíèåì 1,2 Å [6].

Ìîäåëèðîâàíèå ñòðóêòóðû DAAO èç T. variabilis
ïðîâîäèëîñü ìåòîäîì ãîìîëîãè÷íîãî ìîäåëèðîâàíèÿ
íà ñòàíöèè ìîëåêóëÿðíîé ãðàôèêè “Silicon Graphics”
ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì “Insight II”.

Ïåðâûé ýòàï ìîäåëèðîâàíèÿ – âûðàâíèâàíèå àìè-
íîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé TvDAAO è
RgDAAO ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû “Clustal Õ” âåðñèè
1.83 (ðèñ. 1). Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåçóëüòàòàìè âûðàâ-
íèâàíèÿ ïðîâîäèëè íàëîæåíèå êîíñåðâàòèâíûõ ó÷àñò-
êîâ TvDAAO íà òàêîâûå â òðåõìåðíîé ñòðóêòóðå
RgDÀÀÎ. Êîíôîðìàöèè ó÷àñòêîâ ïîëèïåïòèäíîé
öåïè, ñîåäèíÿþùèõ êîíñåðâàòèâíûå ñåãìåíòû, îïðå-
äåëÿëè ïîèñêîì â áàçå äàííûõ “ïåòëåâûõ ñòðóêòóð”,
âõîäÿùåé â ïðîãðàììíûé ïàêåò. Äàëåå ïðîâîäèëè
îïòèìèçàöèþ ïîëó÷åííîé ñòðóêòóðû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ñèëîâûõ ïîëåé “Amber” è “CVFF” [67]. Äëÿ ñíÿ-
òèÿ âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèîííûõ íàïðÿæåíèé ñòðóê-

òóðà áûëà îòðåëàêñèðîâàíà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìî-
ëåêóëÿðíîé ìåõàíèêè (1000 øàãîâ ìèíèìèçàöèè, 5 íñ
ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñ ïîñëåäóþùèìè 1000 øàãà-
ìè ìèíèìèçàöèè). Ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà ñóáúåäèíèöû
TvDAAO ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2, à. Äëÿ ñðàâíåíèÿ
ïðèâåäåíû äàííûå ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà äëÿ
DAAO èç ïî÷åê ñâèíüè è R. gracilis (ðèñ. 2, à è á
ñîîòâåòñòâåííî). Èç ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî îáùèé ôîëäèíã
âåðõíåé ïîëîâèíû ñóáúåäèíèöû îäèíàêîâ äëÿ âñåõ
òðåõ ñòðóêòóð. Ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà äîìåíà, ñâÿçû-
âàþùåãî àäåíèíîâóþ ÷àñòü FAD, â DAAO èç
T. variabilis èìååò áîëüøåå ñõîäñòâî ñî ñòðóêòóðîé
òàêîâîãî â pkDAAO, íî íå â RgDÀÀÎ.

Âòîðîé ýòàï ìîäåëèðîâàíèÿ – ïîñòðîåíèå äèìåðà
TvDAAO íà îñíîâå ñîîòâåòñòâóþùåé ñòðóêòóðû
RgDÀÀÎ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Îêà-
çàëîñü, ÷òî â äèìåðàõ TvDAAO è RgDÀÀÎ ñóáú-
åäèíèöû íåîäèíàêîâî îðèåíòèðîâàíû îòíîñèòåëüíî
äðóã äðóãà. Â îáåèõ ìîëåêóëàõ ñâÿçûâàíèå ñóáúåäè-
íèö â äèìåðå ïðîèñõîäèò ïî êëàññè÷åñêîìó òèïó “ãî-
ëîâà-õâîñò”, îäíàêî â äèìåðå RgDÀÀÎ ñóáúåäèíèöû
ðàñïîëîæåíû â îäíîé ïëîñêîñòè (ðèñ. 3, á), à â äèìå-
ðå TvDAAO ñóáúåäèíèöû ñìåùåíû äðóã îòíîñèòåëü-
íî äðóãà ïî îñè, ïåðïåíäèêóëÿðíîé îñè ñèììåòðèè â
ìîëåêóëå RgDÀÀÎ (ðèñ. 3, à).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýêñïåðòíàÿ îöåíêà ðåçóëü-
òàòîâ ìîäåëèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ïðî-
ãðàìì (“CheckPro” è äð.) íå âûÿâèëà ýëåìåíòîâ
ñòðóêòóðû ñ âûñîêèìè íàïðÿæåíèÿìè, ÷òî ïîçâîëÿåò
ñäåëàòü âûâîä î íàäåæíîñòè è äîñòîâåðíîñòè ïîñò-
ðîåííûõ ìîäåëåé. Êðîìå òîãî, èç ðèñ. 3, à âèäíî:
ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëüòàòå ìîäåëèðîâàíèÿ îðèåíòàöèÿ

Ðèñ. 1. Âûðàâíèâàíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îêñèäàç D-àìèíîêèñëîò èç äðîææåé T.variabilis è R.gracilis. Íàä ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòüþ RgDAAO óêàçàíû ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû äëÿ ñòðóêòóðû PDB1COP.ENT. Âûðàâíèâàíèå âûïîëíåíî ñ ïîìîùüþ

ïðîãðàììû “Clustal X” (âåðñèÿ 1.83)

4 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3
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Ðèñ. 2. Ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà ñóáúåäèíèöû DAAO èç T. variabilis (à); ñòðóêòóðû ñóáúåäèíèö DAAO èç ïî÷åê ñâèíüè (á) è äðîææåé
RgDAAO (â)

Ðèñ. 3. Ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà äèìåðà TvDAAO (à); ñòðóêòóðà äèìåðà RgDAAO
PDB1COP.ENT (á)

ñóáúåäèíèö â äèìåðå TvDAAO òàêîâà, ÷òî âõîä â
àêòèâíûé öåíòð ôåðìåíòà íàõîäèòñÿ âäàëè îò ó÷àñò-
êà, îòâåñòâåííîãî çà ñóáúåäèíè÷íûé êîíòàêò, ò.å.
èìååò îïòèìàëüíîå äëÿ ïðîòåêàíèÿ ðåàêöèè ðàñïî-
ëîæåíèå.

Àíàëèç ìîäåëüíîé ñòðóêòóðû ñ öåëüþ âûáîðà
ïåðñïåêòèâíûõ ïîëîæåíèé äëÿ ìóòàãåíåçà

Ïîëó÷åííàÿ ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà TvDAAO áûëà
èñïîëüçîâàíà äëÿ âûáîðà îñòàòêîâ öèñòåèíà, çàìåíà
êîòîðûõ ñ ïîìîùüþ íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ïîçâî-
ëèò ïîâûñèòü ñòàáèëüíîñòü ôåðìåíòà. Íà ðèñ. 4, à
â äâóõ ïðîåêöèÿõ (ôðîíòàëüíàÿ è îáðàòíàÿ) ïðåä-

ñòàâëåíà ãëîáóëà TvDAAO, â êîòîðîé àòîìû îáîçíà-
÷åíû øàðèêàìè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàçìåðàìè èõ âàí-
äåð-âààëüñîâûõ ðàäèóñîâ. Íà ôðîíòàëüíîé ïðîåêöèè
(ðèñ. 4, à, ëåâàÿ ñòðóêòóðà) õîðîøî âèäíî, ÷òî â àê-
òèâíîì öåíòðå ôåðìåíòà èìååòñÿ äâà âõîäà (ñêâîç-
íàÿ ïîëîñòü â öåíòðå ñòðóêòóðû ðÿäîì ñ àëëîêñàçèíî-
âûì êîëüöîì FAD (óêàçàíî ñòðåëêîé). Òàêæå õîðîøî
âèäíî, ÷òî âõîä ñ ôðîíòàëüíîé ÷àñòè èìååò äîñòà-
òî÷íî áîëüøîé ðàçìåð. Íà âòîðîé ïðîåêöèè, ãäå èçîá-
ðàæåíà îáðàòíàÿ ñòîðîíà áåëêîâîé ãëîáóëû
(ðèñ. 4, à, ïðàâàÿ ñòðóêòóðà), òàêæå õîðîøî âèäíî,
÷òî è ñ ýòîé ñòîðîíû àëëîêñàçèíîâîå êîëüöî FAD
äîñòóïíî äåéñòâèþ ðàñòâîðèòåëÿ. Òàêàÿ îðãàíèçàöèÿ

                                   à                                                                       á

                         à                                                           á                                                                        â
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Ðèñ. 4. Ñóáúåäèíèöà DAAO èç T. variabilis, ïðåäñòàâëåííàÿ â äâóõ ïðîåêöèÿõ (âèä ñïåðåäè è ñçàäè,
ëåâàÿ è ïðàâàÿ ñòðóêòóðû ñîîòâåòñòâåííî): à – ðàçìåðû àòîìîâ ñîîòâåòñòâóþò èõ âàí-äåð-âààëüñî-
âûì ðàäèóñàì; á – òà æå ñòðóêòóðà, ïðåäñòàâëåííàÿ òîíêèìè ëèíèÿìè, â êîòîðîé øàðèêàìè óêàçàíû

îñòàòêè öèñòåèíà

àêòèâíîãî öåíòðà ïîçâîëÿåò õîðîøî îáúÿñíèòü òîò
ôàêò, ÷òî â õîäå ðåàêöèè ïîñëå îêèñëåíèÿ D-àìèíî-
êèñëîòû âîññòàíîâëåíèå êèñëîðîäà äî ïåðîêñèäà âî-
äîðîäà ìîæåò ïðîõîäèòü äî äèññîöèàöèè èìèíîêèñ-
ëîòû èç àêòèâíîãî öåíòðà – ìîëåêóëà êèñëîðîäà âçà-

èìîäåéñòâóåò ñ âîññòàíîâëåííûì àëëîêñàçèíîâûì
êîëüöîì çà ñ÷åò ïîïàäàíèÿ â àêòèâíûé öåíòð ÷åðåç
âòîðîé âõîä. Ñðàçó îòìåòèì, ÷òî íåïîñðåäñòâåííî íà
âòîðîì âõîäå â àêòèâíûé öåíòð ñ îáðàòíîé ñòîðîíû
ðàñïîëîæåí îñòàòîê Cys298 (ðèñ. 4, à, ïðàâàÿ ñòðóê-

5 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3

                                                                                              á
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òóðà). Íà ðèñ. 4, á ìîäåëüíàÿ ñòðóêòóðà TvDAAO
äëÿ óäîáñòâà àíàëèçà è áîëüøåé íàãëÿäíîñòè ïðåä-
ñòàâëåíà â âèäå ëèíèé òàêæå â äâóõ ïðîåêöèÿõ – âèä
ñïåðåäè è ñçàäè. Âñå øåñòü îñòàòêîâ öèñòåèíà îáî-
çíà÷åíû øàðèêàìè. Íà ðèñóíêå õîðîøî âèäíî, ÷òî
äâà îñòàòêà öèñòåèíà (Cys159 è Cys193) ðàñïîëîæåíû
â êîôåðìåíò-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå, ïðè÷åì îñòàòîê
Cys193 ðàñïîëîæåí âáëèçè ïèðîôîñôàòíîé ÷àñòè êî-
ôåðìåíòà FAD è, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò âëèÿòü íà åãî
ñâÿçûâàíèå, à îñòàòîê Cys193 íàõîäèòñÿ íà ïåðèôåðèè
è íå äîëæåí îêàçûâàòü âëèÿíèÿ íà ñâÿçûâàíèå êîôàê-
òîðà. Â ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå ðàñïîëîæåíû
÷åòûðå îñòàòêà öèñòåèíà. Êàê óæå îòìå÷àëîñü âûøå,
íàèáîëåå áëèçêî ê îáðàòíîé ñòîðîíå àëëîêñàçèíîâîãî
êîëüöà FAD ðàñïîëîæåí îñòàòîê Cys298. Ñîâåðøåííî
î÷åâèäíî, ÷òî åãî îêèñëåíèå äîëæíî ïðîèñõîäèòü â
ïåðâóþ î÷åðåäü, è òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ìîæåò î÷åíü
ñèëüíî ïîâëèÿòü íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ôåð-
ìåíòà. Âòîðûì ïî çíà÷èìîñòè ÿâëÿåòñÿ îñòàòîê
Cys108. Îí ðàñïîëîæåí â âåðõíåé ÷àñòè ñóáñòðàò-
ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà è äîëæåí íåïîñðåäñòâåííî
êîíòàêòèðîâàòü ñ ñóáñòðàòîì, â ÷àñòíîñòè ñ îáúåì-
íîé ìîëåêóëîé öåôàëîñïîðèíà Ñ. Îñòàòêè Cys145 è
Cys257 ðàñïîëîæåíû â ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùåì äîìå-
íå ñëåâà è ñïðàâà îò àëëîêñàçèíîâîãî êîëüöà. Îñòà-
òîê Cys257 äîñòóïåí äåéñòâèþ ðàñòâîðèòåëÿ, è âåðî-
ÿòíîñòü åãî îêèñëåíèÿ â õîäå ðåàêöèè äîâîëüíî âûñî-
êà. Îñòàòîê Cys145 õîðîøî ýêðàíèðîâàí îò ðàñòâîðè-
òåëÿ, è åãî îêèñëåíèå íàèìåíåå âåðîÿòíî.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè àíàëèçà ìîäåëüíîé
ñòðóêòóðû TvDAAO ìîæíî ðàññòàâèòü ñëåäóþùèå
ïðèîðèòåòû ïðè íàïðàâëåííîì ìóòàãåíåçå îñòàòêîâ
öèñòåèíà.

1. Cys298. Ýòîò îñòàòîê ðàñïîëîæåí íà çàäíåé
÷àñòè ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà, êîíòðîëèðóåò
âòîðîé âõîä â àêòèâíûé öåíòð è íåïîñðåäñòâåííî êîí-
òàêòèðóåò ñ àëëîêñàçèíîâîé ÷àñòüþ FAD.

2. Cys108. Îñòàòîê ðàñïîëîæåí â âåðõíåé ÷àñòè
ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà àêòèâíîãî öåíòðà.
Åãî ìîäèôèêàöèÿ ìîæåò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà ýô-
ôåêòèâíîñòü ñâÿçûâàíèÿ ñóáñòðàòîâ.

3. Cys257. Âåðîÿòíîñòü îêèñëåíèÿ îñòàòêà äîñòà-
òî÷íî âûñîêà, îäíàêî â ñèëó åãî ðàñïîëîæåíèÿ îêèñ-
ëåíèå íå äîëæíî ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà êàòàëèòè-
÷åñêèå ñâîéñòâà.

4. Cys193. Îñòàòîê ðàñïîëîæåí â êîôåðìåíò-ñâÿ-
çûâàþùåì äîìåíå è íåïîñðåäñòâåííî êîíòàêòèðóåò ñ
ïèðîôîñôàòíîé ÷àñòüþ. Åãî îêèñëåíèå ìàëîâåðîÿòíî
â ñèëó äîñòàòî÷íî ïðî÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ FAD, îäíàêî
åñëè òàêîå ïðîèçîéäåò, òî ïðî÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ êî-
ôåðìåíòà ðåçêî óïàäåò.

5. Cys145. Îñòàòîê ðàñïîëîæåí íà áîêîâîé ÷àñòè
ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà è  ýêðàíèðîâàí îò
ðàñòâîðèòåëÿ. Âåðîÿòíîñòü åãî îêèñëåíèå íåâåëèêà.

6. Cys159. Îñòàòîê ðàñïîëîæåí íà ïåðèôåðèè êî-
ôåðìåíò-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà, íåïîñðåäñòâåííî ñ
FAD íå êîíòàêòèðóåò. Åãî îêèñëåíèå íå äîëæíî ñèëü-
íî ïîâëèÿòü íà êàòàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà.

Íà îñíîâàíèè äàííîãî àíàëèçà â êà÷åñòâå íàèáî-
ëåå ïåðñïåêòèâíûõ äëÿ íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ìû
âûáðàëè îñòàòêè Cys298 è Cys108. Ðåçóëüòàòû ïî íà-
ïðàâëåííîìó ìóòàãåíåçó ýòèõ îñòàòêîâ áóäóò ïðåä-
ñòàâëåíû â äðóãèõ ïóáëèêàöèÿõ. Îäíàêî ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
âëèÿíèè ýòèõ îñòàòêîâ íå òîëüêî íà õèìè÷åñêóþ
(îïåðàöèîííóþ), íî è íà òåìïåðàòóðíóþ ñòàáèëüíîñòü,
à òàêæå è íà ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü. Íàïðèìåð,
ó äâóõ ïîëó÷åííûõ ìóòàíòîâ – Ñys108Phe è
Cys108Ala – â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ öåôàëîñïîðèíà Ñ
êàòàëèòè÷åñêàÿ ýôôåêòèâíîñòü (kêàò/KM) áûëà âûøå
â 3 è 4 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé
äëÿ TvDAAO äèêîãî òèïà [19]. Òàêèì îáðàçîì, ðå-
çóëüòàòû íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ïîäòâåðäèëè ïðà-
âèëüíîñòü ìîäåëèðîâàíèÿ ñòðóêòóðû ôåðìåíòà.
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3D-STRUCTURE MODELING OF YEAST D-AMINO ACID OXIDASE

V.I. Tishkov, S.V. Khoronenkova, N.V. Cherskova, S.S. Savin, I.V. Uporov
(Division of Chemical Enzymology, Chemistry Faculty, M.V. Lomonosov Moscow State
University; Innovations and High Technologies MSU Ltd.; A.N. Bach Institute of Biochemistry,
Russian Academy of Sciences)

D-amino acid oxidase from yeast Triginiosis variabilis (TvDAAO) is used in pharmaceutical
industry and fine organic synthesis but for future practical application new mutant forms of the
enzyme with improved stability and catalytic properties have to be prepared. Experiments for
crystallization of TvDAAO were carried out last three decades without any success. For protein
engineering of the enzyme by rational design approach the model 3D-structure of TvDAAO was
built using homology modeling method. Cys108 and Cys298 residues were prposed for site-
directed mutagenesis after analysis of the enzyme model structure.

Key words: D-amino acid oxidase, Trigonopsis variabilis, structure, computer modeling,
protein engineering.
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