
253ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2016. Т. 57. № 4

Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) 
относится к классу FAD-содержащих оксидоре-
дуктаз и катализирует окислительное дезами-
нирование D-аминокислот в соответствующие 
-кетокислоты [1–4]. Этот фермент выполняет 
важные функции в живых организмах. Например, в 
микроорганизмах DAAO участвует в катаболизме 
экзогенных D-аминокислот [5]. В случае высших 
эукариот роль DAAO заключается в поддержании 
в клетке определенного уровня D-аминокислот, 
которые участвуют в регуляции самых разноо-
бразных процессов (старение, функционирование 
нервной системы, секреция гормонов и т.д.) [6, 7]. 
Кроме того, фермент используется для решения 
различных задач биотехнологии. Среди всех из-
вестных оксидаз D-аминокислот наиболее широ-
кое применение на практике нашли два фермента 
из дрожжей – Rhodotorula gracilis (RgDAAO) и 
Trigonopsis variabilis (TvDAAO). Второй фермент 

используется чаще, поскольку среди известных 
оксидаз D-аминокислот он обладает наилучшей 
температурной стабильностью и наиболее вы-
сокой активностью с цефалоспорином С (CPC) 
[1]. TvDAAO используется в процессе получения 
7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-АЦК) – 
исходного соединения для производства полусин-
тетических цефалоспоринов разных поколений. 
Кроме того, DAAO активно применяется в ана-
литической биотехнологии, хиральном синтезе, 
получении -кетокислот [8–9] и имеет большое 
потенциальное значение для создания систем 
диагностики и мониторинга ряда психосоматиче-
ских и онкологических заболеваний [10–12].

Одним из главных ограничений при использо-
вании ферментов в промышленности является их 
низкая операционная стабильность. Для DAAO 
одним из процессов, определяющих ее операци-
онную стабильность, является окисление амино-
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кислотных остатков ферментов под действием 
пероксида водорода, который образуется в ре-
зультате реакции, катализируемой этим фермен-
том [13–15].

Цель данной работы – изучение стабильности 
TvDAAO к действию пероксида водорода и иссле-
дование влияния замен Met/Leu в положениях 104, 
156 и 209 на каталитические свойства, а также тем-
пературную и химическую стабильность фермента.

Экспериментальная часть

Направленный мутагенез гена tvdaao. Для 
проведения направленного мутагенеза в гене 
tvdaao применяли ПЦР, как описано ранее [16, 
17]. В качестве матрицы использовали плазмиду 
pTvDAAO2. 

Для введения мутации в ген tvdaao проводили 
ПЦР с использованием прямого праймера на на-
чало (T7_For) и обратного праймера (T7_Rev) на 
конец гена, а также прямого (Mut_for) и обратного 
(Mut_rev) праймеров, несущих требуемые мута-
ции в гене tvdaao (табл. 1).

Условия проведения ПЦР, обработка и клони-
рование полученных фрагментов аналогичны та-
ковым, описанным в работах [16, 17]. Для каждо-
го мутанта с чашек Петри были отобраны по три 
колонии и выделены плазмиды. Секвенирование 
показало, что все выделенные плазмиды содержат 
только требуемые нуклеотидные замены.

Культивирование штаммов-продуцентов              
E. coli и получение препаратов мутантных 
TvDAAO. Получение штаммов E. coli – продуцен-
тов мутантных TvDAAO и фермента дикого типа, 
и их культивирование проводили, как описано в 
[16, 17]. Полученную биомассу собирали центри-
фугированием на центрифуге «Eppendorf 5804R» 
(6000 об/мин, 5 мин, +4°С). Полученный осадок 
клеток ресуспендировали в 20 мМ Трис-HCl (рН 
8,0) в соотношении 1:4 (по массе) и хранили при 
–20°С.

Выделение и очистку мутантных TvDAAO и 
фермента дикого типа проводили согласно ранее 
разработанной методике [16, 17]. Чистоту полу-
ченных препаратов анализировали с помощью 
аналитического электрофореза в полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсульфата натрия.

Определение концентрации белков. Концен-
трацию активной TvDAAO определяли по кон-
центрации окисленного FAD, измеряя поглоще-
ние при длине волны 455 нм на спектрофотометре 
«UV-1601PC» или «UV-1800PC» («Shimadzu»), 
используя коэффициент молярного поглощения 
10 800 М–1см– 1 [18]. 

Определение активности DAAO и опреде-
ление кинетических параметров. Для опре-
деления активности TvDAAO использовали 
реакцию с участием второго фермента – перок-
сидазы из корней хрена [19]. В качестве суб-
страта для TvDAAO использовали D-метионин, 
для пероксидазы из корней хрена – АБТС. 
Определение активности проводили по нако-
плению продукта окисления АБТС при длине 
волны 414 нм (ε414

 = 36 000 М–1см–1) на спектро-
фотометре «UV-1800PC» фирмы «Shimadzu».

Для определения величин максимальной скоро-
сти ферментативной реакции (Vмакс) и константы 
Михаэлиса (КM) концентрацию соответствующей 
D-аминокислоты варьировали в диапазоне от 0,3 до 
7,0 КM, ориентируясь на значения КM для TvDAAO 
дикого типа. Активность TvDAAO при каждом 
значении концентрации D-аминокислоты изме-
ряли не менее трех раз. Кинетические параметры 
Vмакс и КM рассчитывали методом нелинейной ре-
грессии с помощью программы OriginPro 8.5 SR1 
(«OriginLab Coroporation», США). Каталитиче-
скую константу kкат рассчитывали из значения 
Vмакс. 

Изучение температурной стабильности 
DAAO. Температурную стабильность мутант-
ных TvDAАO и фермента дикого типа изучали 

Т а б л и ц а  1

T7_For 5ˊ-TAATACGACTCACTATAGGG-3ˊ

T7_Rev 5ˊ-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3ˊ

M104L_for 5ˊ-TG GAA GGT GCC TTG TCG GCC ATC TGT CAA CGC-3ˊ

M104L_rev 5ˊ-ACA GAT GGC CGA CAA GGC ACC TTC CAG TTT AGG AAG AT-3ˊ

M156L_for 5ˊ-GTC TAC TTG AAC TGG CTG TTG TCC CAA TGC TTA TCG CTC G-3ˊ

M156L_rev 5ˊ-AG CGA TAA GCA TTG GGA CAA CAG CCA GTT CAA GTA GAC TCC-3ˊ

M209L_for 5ˊ-C GTC GAG GAC AAG AAG TTG TAC CCT ATT CGA GGA CAA GTC-3ˊ

M209L_rev 5ˊ-TCG AAT AGG GTA CAA CTT CTT GTC CTC GAC GCC TC-3ˊ
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в 0,1 М КФБ (рН 8,0) при разных значениях тем-
пературы с шагом 2°С. В тонкостенные пласти-
ковые пробирки объемом 0,5 мл помещали по 
100–110 мкл раствора фермента заданной концен-
трации. Пробирки инкубировали в водном тер-
мостате при необходимой температуре (точность 
термостатирования ±0,1°С). Через определенные 
промежутки времени пробирки вынимали, ох-
лаждали 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 актив-
ности от времени и анализировали с помощью 
программы OriginPro 8.5 SR1 («OriginLab», США) 
методом нелинейной регрессии. 

Математический аппарат теории диссо-
циативной термоинактивации. Термоинакти-
вация мутантных TvDAAO и фермента дикого 
типа проходила в соответствии с диссоциативным 
механизмом. Для определения констант скорости 
термоинактивации использовали математический 
аппарат, подробно описанный в работах О.М. Пол-
торака [20–21]. 

Изучение окислительной стабильности 
DAAO. Инактивацию мутантных TvDAAO и фер-
мента дикого типа в присутствии пероксида водо-
рода изучали в 0,05 М КФБ (pH 8,0) при 30°C и 
разных концентрациях Н2О2 (0,01; 0,05 и 0,1 М). 
Концентрация фермента составляла 10 мкг/мл. 
Через определенные промежутки времени отби-
рали пробы по 100 мкл, добавляли к пробе 5 мкл 
раствора каталазы 10 000 Ед/мл (всего 50 Ед), пе-
ремешивали и измеряли остаточную активность 
TvDAAO. Отбор проб прекращали после умень-

шения активности фермента до 5–10% от исход-
ной величины. Для расчета кинетических параме-
тров процесса инактивации мутантных TvDAAO 
строили зависимости остаточной активности от 
времени и анализировали с помощью програм-
мы OriginPro 8.5 SR1 («OriginLab Coroporation», 
США) методом нелинейной регрессии.

Результаты и их обсуждение

Выбор положений для введения аминокис-
лотных замен . Анализ структуры TvDAAO 
показал, что на каждую субъединицу фермента 
приходится по 6 остатков метионина: Met104, 
Met156, Met209, Met226, Met245 и Met339. 
(рис. 1). Для каждого остатка метионина была 
рассчитана площадь поверхности, доступная рас-
творителю (табл. 2). Наиболее доступным рас-
творителю является остаток Met104 (доступная 
площадь поверхности 157,5 Å2), в то время как 
для остатка Met226 доступность растворителю 
равна нулю. Остатки Met226 и Met245 находятся 
в активном центре фермента, поэтому мы ис-
ключили их из рассмотрения, так как аминокис-
лотные замены в районе активного центра могут 
приводить к дестабилизации и потере активности 
фермента. Множественное выравнивание амино-
кислотных последовательностей DAAO из разных 
источников показало, что остатки Met226 и Met245 
являются высококонсервативными, а в 339-м по-
ложении наиболее часто встречаются остатки 
метионина и цистеина, что свидетельствует о 
функциональной значимости указанных остатков 
в структуре фермента.

Таким образом, в результате анализа для по-
следующего мутагенеза выбраны остатки Met в 
положениях 104, 156 и 209. Наиболее структур-

Рис. 1. Трехмерная структура TvDAAO (молекула FAD и остатки метионина показаны в CPK); А и Б – положения 
остатков Met с поворотом 90°
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но близким к остатку метионина и устойчивым к 
действию окислителей является остаток лейцина. 
На основании вышесказанного мы решили выпол-
нить следующие замены: Met104Leu, Met156Leu и 
Met209Leu.

Получение мутантных TvDAAO с замена-
ми Met104Leu, Met156Leu и Met209Leu. После 
проведения реакции направленного мутагенеза 
полученный фрагмент клонировали в исходную 
плазмиду, из которой предварительно удалили ана-
логичный фрагмент без мутации. Продуктом ре-
акции лигирования трансформировали клетки E. 
coli DH5 и высевали на чашки Петри. С каждой 
чашки брали по 3 колонии, из которых выделили 
плазмидную ДНК. 

После трансформации клеток E. coli BL21 
(DE3)CodonPlus/pLysS полученными плазми-
дами, содержащими в гене tvdaao мутации, 
кодирующие замены Met104Leu, Met156Leu, 
Met209Leu, было проведено культивирование 
штаммов-продуцентов. Выходы мутантных фер-
ментов и TvDAAO дикого типа незначительно 
различались и находились в диапазоне от 9200 
до 11800 Ед/л, т.е. экспрессия мутантных фер-
ментов и фермента дикого типа происходит с 
примерно одинаковыми выходами активного 
растворимого белка. В случае удельной активно-
сти фермента, составляющей 580–860 Ед на 1 г 
биомассы, отличия также были несущественны. 
Таким образом, замены Met104Leu, Met156Leu, 
Met209Leu не влияют на уровень экспрессии 
TvDAAO.

Очистку мутантных TvDAAO и фермента ди-
кого типа проводили с помощью анионообменной 
хроматографии на колонке MonoQ с последующим 
обессоливанием на колонке G25. Для полученных 

препаратов ферментов были определены концен-
трации активного растворимого белка.

Аналитический SDS-электрофорез в полиакри-
ламидном геле показал, что все препараты фер-
ментов были получены в высокоочищенном виде 
и имели чистоту не менее 95% (на рисунке не по-
казано). 

Определение кинетических параметров му-
тантных TvDAAO. Значения КМ и максималь-
ной скорости реакции, а также каталитической 
эффективности (отношение величины kкат к КМ) 
для каждого фермента с рядом D-аминокислот 
представлены в табл. 3. Полужирным шрифтом 
выделены случаи улучшения соответствующих 
кинетических параметров по сравнению с фер-
ментом дикого типа. Как видно из табл. 3, для 
всех мутантных ферментов наблюдается умень-
шение значений констант Михаэлиса в случае 
объемных D-аминокислот и увеличение КМ в 
случае остатков с небольшим боковым радика-
лом. Из табл. 3 также видно, что все мутантные 
ферменты имеют схожие профили каталитиче-
ской эффективности. С небольшими субстрата-
ми (D–Ala, D–Val и D–Ser) для всех мутантных 
TvDAAO наблюдается уменьшение каталити-
ческой эффективности, а в случае объемных 
ароматических субстратов (D–Phe и D–Tyr) ве-
личины каталитической эффективности схожи 
с соответствующими значениями для фермента 
дикого типа.

Для мутанта TvDAAO Met156Leu наблюдает-
ся существенное уменьшение константы Миха-
элиса с субстратами D-Leu, D-Tyr и D-Thr. Зна-
чения каталитических констант в большинстве 
случаев похожи на соответствующие значения для 
фермента дикого типа. В случае таких субстратов 

Т а б л и ц а  2
Результаты множественного выравнивания и анализа расположения остатков метионина в 

структуре фермента TvDAAO

Остаток Расположение Другие остатки в этом 
положении

Площадь поверхности, 
доступной растворителю, Å2

Met104 на поверхности у входа 
в активный центр Phe 157,5

Met156 место контакта 
субъединиц Val, Leu 2,72

Met209 рядом с поверхностью Val, Leu 4,43

Met226 в активном центре Met 0

Met245 в активном центре Met 5,53

Met339 рядом с поверхностью Cys, Met 8,35

П р и м е ч а н и е. Полужирным шрифтом выделены функционально важные консервативные остатки, которые не 
были подвергнуты мутагенезу.
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как D-Ala, D-Val и D-Lys наблюдается увеличение 
значений каталитических констант. Значения ка-
талитической эффективности увеличились с суб-
стратами D-Leu, D-Thr и D-Lys.

В случае TvDAAO Met209Leu значения кон-
стант Михаэлиса уменьшились с субстратами 
D-Leu, D-Phe, D-Tyr, D-Asn и D-Thr. Значения 
каталитических констант уменьшились для боль-
шинства субстратов, однако с D-Lys произошло 
увеличение значения каталитической константы 
почти в два раза по сравнению с ферментом дико-
го типа. Увеличение значений каталитической эф-
фективности наблюдается только с D-Leu и D-Lys.

Таким образом, введение замен Met156Leu 
и Met209Leu привело к изменению профиля 
субстратной специфичности TvDAAO. Заме-
ны привели к заметному увеличению констан-
ты Михаэлиса для небольших субстратов и ее 
уменьшению для объемных D-аминокислот. 

Изучение температурной стабильности 
мутантных TvDAAO (Met156Leu и Met209Leu). 
Температурную стабильность мутантных TvDAAO 
изучали по кинетике термоинактивации при раз-
ных температуре и концентрации ферментов. На 
рис. 2 представлены зависимости остаточной ак-
тивности полученных мутантов и фермента дико-
го типа от времени при одинаковой концентрации 
ферментов (10 мкг/мл) и температуре 56°С. Как 
видно из рис. 2, замены Met104Leu и Met209Leu 
привели к незначительному изменению стабиль-
ности TvDAAO, а замена Met156Leu приве-
ла к увеличению стабильности по сравнению с 
TvDAAO дикого типа.

В наших предыдущих работах неоднократно 
показано, что TvDAAO дикого типа и ее различ-

ные мутантные формы при повышенной темпера-
туре инактивируются в соответствии с диссоциа-
тивным механизмом термоинактивации, который 
был подробно описан в работах О.М. Полторака 
для некоторых других олигомерных белков [20, 
21]. Согласно этому механизму, на первой стадии 
происходит обратимая диссоциация активного ди-
мера на неактивные мономеры, а на второй стадии 
субъединицы необратимо денатурируют. Экспери-
ментальные зависимости остаточной активности 
фермента от времени корректно описываются сум-
мой двух экспоненциальных функций, а скорость 
инактивации фермента зависит от его концентра-
ции [17, 22–23].

Для диссоциативной термоинактивации олиго-
мерных ферментов характерны следующие при-
знаки [20,21]: 

1) наличие изломов (т.е. двух линейных участ-
ков) на зависимостях остаточной активности от 
времени в полулогарифмических координатах;

2) при фиксированной температуре тангенс угла 
наклона первого линейного участка не зависит от 
концентрации фермента, а для второго линейного 
участка происходит увеличение тангенса угла на-
клона при уменьшении начальной концентрации 
фермента;

В качестве примера на рис. 3 (А, Б) пред-
ставлены типичные зависимости остаточ-
ной активности от времени для мутантной 
TvDAAO Met156Leu в полулогарифмических 
координатах при разных значениях температуры 
(52–60°С) и начальной концентрации фермен-
та (10, 20 и 40 мкг/мл). Действительно, данные 
зависимости представляют собой прямые с из-
ломом. Кроме того, из рис. 3, А видно, что на-
клоны начальных линейных участков до точки 
излома совпадают, а после точки излома наклон 
увеличивается с уменьшением начальной кон-
центрации фермента.

Такого рода зависимости были получены для 
всех мутантных форм TvDAAO. Полученные нами 
данные позволяют сделать вывод о том, что термо-
инактивация мутантных TvDAAO при повышен-
ных значениях температуры, как и для фермента 
дикого типа, протекает по диссоциативному меха-
низму. Для всех мутантных форм двустадийный 
характер термоинактивации наблюдается во всех 
исследованных интервалах температуры (которые 
зависят от стабильности мутантов) и при разной 
концентрации ферментов. 

С использованием математического аппарата 
теории диссоциативной термоинактивации [20, 
21] рассчитаны константы скорости инактивации 
обеих стадий процесса для мутантных TvDAAO. 

Рис. 2. Зависимость остаточной активности от вре-
мени мутантных TvDAAO с заменами Met104Leu 
(1), Met156Leu (2), Met209Leu (3), и TvDAAO дикого 
типа (4). Концентрация ферментов 10 мкг/мл; 0,1 М 
К-фосфатный буфер; рН 8,0; температура инкубации 

56°С
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Результаты расчетов приведены в табл. 4 в 
сравнении с аналогичными параметрами для 
TvDAAO Met104Leu и TvDAAO дикого типа. 
Для TvDAAO Met156Leu наблюдается умень-
шение значений констант скорости инактивации 
первой и второй стадий в среднем в 2–3 раза по 
сравнению с TvDAAO дикого типа, т.е. замена 
Met156Leu привела к увеличению температур-
ной стабильности TvDAAO во всем исследуе-
мом диапазоне. В случае TvDAAO Met209Leu 
значения констант скорости первой стадии 
инактивации схожи с таковыми для TvDAAO 
дикого типа, но константы диссоциации суще-
ственно увеличились. Значения констант ско-
рости второй стадии уменьшились. Это может 
свидетельствовать о том, что введение данной 
замены привело к ухудшению межсубъединич-

ного связывания и к увеличению стабильности 
каждой отдельной субъединицы.

На основании зависимостей остаточной ак-
тивности от времени были рассчитаны периоды 
полуинактивации для всех мутантных TvDAAO 
при всех изученных значениях температуры. По-
лученные результаты согласуются со значения-
ми констант скорости термоинактивации. Для 
TvDAAO Met156Leu наблюдается увеличение 
времени полуинактивации в 2–3 раза по сравне-
нию с ферментом дикого типа во всем исследу-
емом диапазоне (рис. 2). Для TvDAAO M209Leu 
наблюдается незначительное уменьшение пери-
одов полуинактивации, несмотря на улучшение 
значений констант скорости второй стадии инак-
тивации. Это связано с тем, что на начальных 

Рис. 3. А. Зависимости остаточной активности от вре-
мени для мутантной TvDAAO Met156Leu в полуло-
гарифмических координатах при разной температуре. 
Концентрация фермента 10 мкг/мл; 0,1 М КФБ; рН 8,0; 
температура, °С: 52 (1), 54 (2), 56 (3), 58 (4) и 60 (5). Б. За-
висимости остаточной активности от времени мутант-
ной TvDAAO Met156Leu в полулогарифмических коор-
динатах при разных значениях начальной концентрации 
фермента, мкг/мл: 10 (1), 20 (2) и 40 (3). Температура 

58°С; 0,1 М К-фосфатный буфер; рН 8,0

Рис. 4. Температурные зависимости констант скорости 
первой (k1) (А) и второй (k2) (Б) стадий термоинактива-
ции в координатах ln(k) – 1/T для мутантных TvDAAO с 
заменами Met104Leu (1), Met156Leu (2), Met209Leu (3) 
и TvDAAO дикого типа (4). Концентрация ферментов 

10 мкг/мл; 0,1 М К-фосфатный буфер; рН 8,0
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этапах термоинативации скорость инактивации в 
большей степени зависит от значения константы 
скорости первой стадии инактивации и констан-
ты диссоциации.

На рис. 4 (А, Б) приведены зависимости на-
турального логарифма констант скорости пер-
вой и второй стадий  инактивации от обрат-
ной температуры (1/Т). Видно, что в случае 
TvDAAO Met156Leu значения констант скоро-
сти первой стадии инактивации уменьшились 
и при увеличении температуры приближаются 
к соответствующим значениям для TvDAAO 
дикого типа. Для второй стадии инактивации 
зависимость аналогична таковой для фермента 
дикого типа и во всем исследуемом диапазо-
не значения констант скорости ниже соответ-
ствующих значений TvDAAO дикого типа. Как 
было сказано выше, значения констант скоро-
сти инактивации в случае TvDAAO Met209Leu 
схожи с таковыми для первой стадии TvDAAO 
дикого типа и меньше соответствующих значе-
ний для второй стадии.

Таким образом, введение Met156Leu приво-
дит к увеличению температурной стабильности 
и смещению температурного диапазона, в ко-
тором реализуется диссоциативный механизм 
термоинактивации, примерно на 2°C в область 
более высоких температур. Введение замены 

Т а б л и ц а  4
Кинетические параметры диссоциативной термоинактивации мутантных TvDAAO и фермента 

дикого типа (концентрация ферментов 10 мкг/мл, 0,1 М КФБ, рН 8,0)

Форма 
TvDAAO Параметр

Температура, °С

48 50 52 54 56 58 60

Дикий тип

Kдис∙107, M – 0,19 1,27 1,34 6,0 9,3 14,6

k1∙104, c–1 – 2,86 3,67 9,2 11,6 21,5 41

k2∙104, c–1 – 2,28 3,13 5,6 7,1 10,8 19,4

Met104Leu

Kдис∙107, M – 1,35 1,60 1,61 2,57 3,16 5,7

k1∙104, c–1 – 3,00 3,80 5,9 11,7 19,2 38

k2∙104, c–1 – 1,22 1,49 4,01 6,2 14,4 29

Met156Leu

Kdis∙107, M – – 0,88 1,39 2,23 3,75 15,0

k1∙104, c–1 – – 1,37 2,62 4,40 9,78 27,0

k2∙104, c–1 – – 1,48 2,36 2,84 4,96 8,52

Met209Leu

Kdis∙107, M 1,47 1,82 3,16 5,52 8,56 – –

k1∙104, c–1 1,85 2,90 4,82 7,32 13,6 – –

k2∙104, c–1 1,36 1,75 2,68 4,26 7,10 – –

П р и м е ч а н и е. Ошибка эксперимента составляла не более 15%; прочерк (–) в ячейках таблицы означает, что параметр 
не определяли из-за очень малого или очень большого значения констант; уменьшение параметров термоинактивации 
мутантных TvDAAO по сравнению с ферментом дикого типа выделено полужирным шрифтом.

Met209Leu привело к увеличению значений 
констант диссоциации и в целом к незначитель-
ному уменьшению температурной стабильно-
сти фермента. Температурная стабильность му-
танта TvDAAO Met104Leu близка к таковой для 
фермента дикого типа. 

Изучение окислительной стабильности 
мутантных TvDAAO с заменами Met104Leu, 
Met156Leu, Met209Leu и фермента дикого 
типа. На заключительном этапе работы мы из-
учили окислительную стабильность мутантных 
TvDAAO и фермента дикого типа по кинетике 
инактивации при инкубации в растворе перок-
сида водорода. Пероксид водорода был выбран 
в качестве окислителя, потому что происходит 
его выделение в процессе реакции, катализиру-
емой DAAO. Кроме того, при получении 7-АЦК 
(наиболее крупномасштабном производстве с 
использованием TvDAAO), в реакционную си-
стему вносят дополнительные количества пе-
роксида водорода для количественного протека-
ния реакции [13].

В случае применения реакции с использованием 
ПХ для измерения активности TvDAAO пероксид 
водорода, добавляемый при инкубации фермента, 
необходимо удалить. В этих целях использовали 
каталазу из печени быка. Каталаза может мешать 
определению активности TvDAAO с помощью 
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ПХ, так как она катализирует разложение перок-
сида водорода. Поэтому было решено инактиви-
ровать каталазу кратковременным нагреванием 
таким образом, чтобы не изменялась активность 
TvDAAO. Оказалось, что каталаза из печени быка 
обладает высокой температурной стабильностью 
и в концентрации, необходимой для проведения 
эксперимента, не теряет каталитическую активно-
сти в течение 10 мин при 45°C. 

В связи с вышесказанным мы исследовали 
влияние добавления каталазы на активность 
TvDAAO. Для этого была изучена зависимость 
наблюдаемой остаточной активности TvDAAO 
дикого типа и ее мутантных форм при добавле-
нии разного количества каталазы в кювету при 
измерении активности TvDAAO (рис. 5). Оказа-
лось, что присутствие каталазы в концентрации 
до 100 ед. активности в реакционной смеси не 
влияет на активность TvDAAO. Таким обра-
зом, нами предложена методика для изучения 
окислительной стабильности TvDAAO. Для 
устранения экзогенного пероксида водорода из 
реакционной смеси добавляли каталазу из пече-
ни быка в концентрации, при которой конечная 
концентрация каталазы в кювете для измерения 
активности TvDAAO составляет порядка 15 ед. 
активности. В данном случае влиянием катала-
зы на наблюдаемую активность TvDAAO при 
изучении окислительной стабильности можно 
пренебречь.

На рис. 6, А представлена зависимость остаточ-
ной активности TvDAAO Met156Leu от времени 
при инкубации с пероксидом водорода в разной 
концентрации (подобные зависимости получены 
для всех мутантных ферментов и фермента ди-

кого типа). Видно, что фермент в значительной 
степени подвержен действию пероксида водорода 
и при увеличении концентрации быстрее теряет 
свою активность. Поскольку концентрация перок-
сида водорода намного больше, чем концентрация 
фермента, то концентрация окислителя во время 
измерения практически не изменяется, и зависи-
мость потери активности от времени должна со-
ответствовать кинетике реакции первого порядка. 
Из рис. 6, А хорошо видно, что наблюдаемые за-
висимости действительно хорошо описываются 
моноэкспоненциальной функцией A×exp(–k×x), 
что свидетельствует о первом порядке процесса 
инактивации.

На рис. 6, Б представлены зависимости оста-
точной активности от времени инкубации для 
всех мутантных ферментов и фермента дико-
го типа при концентрации пероксида водорода, 
равной 0,01 моль/л. Видно, что стабильность 

Рис. 5. Влияние количества каталазы в реакционной 
смеси на скорость реакции при измерении активности 

TvDAAO дикого типа

Рис. 6. А. Зависимости остаточной активности от времени мутантной TvDAAO Met156Leu при разных 
значениях концентрации пероксида водорода: 10 (1), 50 (2) и 100 (3). Концентрация фермента 10 мкг/
мл, 0,05 М К-фосфатный буфер, рН 8,0. Б. Зависимости остаточной активности от времени мутантных 
TvDAAO с заменами Met104Leu (1), Met156Leu (2), Met209Leu (3), и TvDAAO дикого типа (4). Концен-

трация ферментов 10 мкг/мл; концентрация H2O2 100 мM; 0,05 М К-фосфатный буфер (рН 8,0)
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ферментов к действию пероксида водорода прак-
тически не изменилась при введении аминокис-
лотных замен. В табл. 5 представлены рассчи-
танные значения констант скорости инактивации 
пероксидом водорода. 

Значения константы скорости инактивации 
для TvDAAO Met104Leu и TvDAAO Met156Leu 
практически не изменились, а в случае 
TvDAAO Met209Leu увеличились по сравне-
нию с таковыми для фермента дикого типа. 
Причиной этого, вероятно, является менее ста-
бильная структура димерного мутантного фер-
мента, что обсуждалось в главе, посвященной 
изучению температурной стабильности му-
тантных ферментов.

Оксидаза D-аминокислот является важным 
ферментом для биотехнологии. Практическое 
применение DAAO обусловлено стабильностью 

фермента к действию пероксида водорода. В дан-
ной работе получены мутантные ферменты с за-
менами Met104Leu, Met156Leu и Met209Leu и из-
учена их окислительная стабильность. Введенные 
замены незначительно повлияли на окислитель-
ную стабильность. Изучение температурной ста-
бильности для мутантных TvDAAO Met156Leu 
и TvDAAO Met209Leu показало, что в случае за-
мены Met156Leu происходит увеличение темпера-
турной стабильности, что может быть использова-
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температурной стабильности TvDAAO. Несмотря 
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нены вдали от активного центра, они привели к 
изменению профиля субстратной специфичности, 
что может указывать на изменение трехмерной 
структуры фермента в результате проведения му-
тагенеза указанных остатков.

Т а б л и ц а  5
Константы скорости инактивации мутантных TvDAAO и фермента дикого типа под действием 

пероксида водорода (концентрация ферментов 10 мкг/мл, 0,05 М КФБ, рН 8,0)

Форма TvDAAO
kин∙104, c-1

H2O2 (0,01 М) H2O2 (0,05 М) H2O2 (0,1 М)

Дикий тип 4,9 17,9 27,7

Met104Leu 4,4 14,0 25,3

Met156Leu 5,2 19,3 29,3

Met209Leu 5,9 24,3 38,6

П р и м е ч а н и е. Ошибка эксперимента составляла не более 15%.
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INFLUENCE OF Met/Leu AMINO ACID CHANGES ON CATALYTIC 
PROPERTIES AND OXIDATIVE AND THERMAL STABILITY OF YEAST 
D-AMINO ACID OXIDASE

D.L. Atroshenko1,2, I.V. Golubev1,2, S.S. Savin1,2, V.I. Tishkov1,2,3*

(1Department of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State University; 2Innovations and 
High Technologies MSU Ltd; 3A.N. Bach Institute of Biochemistry, Research Center of Bio-
technology of the Russian Academy of Sciences; *e-mail: vitishkov@gmail.com)

Oxidative stability of enzymes is mostly dependent on stability of Cys and Met residues. 
Three single point mutants with changes Met/Leu of D-amino acid oxidase (DAAO, 
EC 1.4.3.3) from the yeast Trigonopsis variabilis (TvDAAO) were prepared and 
characterized. Selection of position for amino acid residue substitution was made based on 
multiple alignment of different DAAO amino acid sequences and analysis of the TvDAAO 
structure. It was shown that substrate specifi city profi le changed for all mutans. KM values 
for small and bulky D-amino acids increased and decreased, respectively. In one case 
change Met/Leu resulted in 2-3-fold increase of thermal stability. Method to determine 
stability of TvDAAO in presence of hydrogen peroxide was developed and oxidative 
stability of wild-type and mutant TvDAAOs was studied. It was shown that all three 
mutations did not change of the enzyme oxidative stability.

Key words: D-amino acid oxidase, Trigonopsis variabilis, site-directed mutagenesis, oxidative 
stability, thermal stability, catalytic properties.
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