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Трансаминазы (аминотрансферазы, ЕС 2.6.1) – 
пиридоксаль-5′-фосфат (PLP)-зависимые фермен-
ты, катализирующие стереоселективный перенос 
аминогруппы от аминокислоты/амина на кетокис-
лоту/кетон с образованием новых кетокислоты/
кетона и аминокислоты/амина [1 ,  2]. В клетке 
трансаминазы регулируют метаболизм амино-
кислот и транспорт азота. Стереоселективность 
катализа трансаминаз определяется геометрией 
их активного центра и положением молекулы 
субстрата относительно кофактора PLP, кова-
лентно связанного с каталитическим остатком 
лизина в активном центре фермента. Активный 
центр трансаминаз представляет собой два кар-
мана (большой и малый), образованные остатка-
ми двух субъединиц, поэтому наименьшей функ-
циональной единицей трансаминаз служит димер 
[1 –3]. Каталитическое переаминирование про-
исходит в две стадии: на первой стадии амино-
субстрат превращается в кетокислоту/кетон, при 
этом PLP переходит в форму пиридоксамин-5′-
фосфата (PMP) (первая полуреакция), на второй 
стадии кетосубстрат превращается в новую ами-
нокислоту/амин, при этом кофактор возвращает-
ся в исходную PLP-форму (вторая полуреакция) 
[3,  4].

Tрансаминазы IV типа укладки PLP-связы-
вающего домена разнообразны по субстратной 
специфичности и включают ферменты, специфич-
ные как к D-, так и к L-аминокислотам. Среди 
ферментов IV типа укладки выделяют семейства 
трансаминаз D-аминокислот (DAAT), транс-
аминаз разветвленных L-аминокислот (BCAT) и 
трансаминаз, специфичных к (R)-первичным ами-
нам ((R)-TA) [2] . В 2010 г. авторы [5] проанали-
зировали строение активных центров ферментов 
данных семейств и выявили характеристические 
мотивы в последовательностях трансаминаз, ко-
торые формируют активный центр и определяют 
различия в специфичности трансаминаз из раз-
ных семейств при сходстве третичной структуры. 
Сделанные выводы позволили далее предсказы-
вать субстратную специфичность по последова-
тельности у трансаминаз IV типа укладки. 

Для канонических BCAT мотивы 1 и 2 опреде-
ляли как 31-YxxxxF[ED]Gx[KR] и 95-YxR…107-
[LMVI]G[VL] соответственно (нумерация амино-
кислот соответствует BCAT из Escherichia coli, 
PDB ID 1I1K); 

для канонических DAAT мотивы 1 и 2 опреде-
ляли как 26-FxxxxY[ED] и 86-HxY…98-RxH со-
ответственно (нумерация аминокислот соответ-
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ствует DAAT из Bacillus sp. (strain YM-1) (PDB ID 
3DAA, далее bsDAAT); 

для (R)-TAs мотивы 1 и 2 определяли 
как 53-HxxxxYD[VT]x[STAHP] и 113-[FY]
V[EQAWN]…125-[VLRTD][RKFGP][GES]
[STANER] соответственно (нумерация ами-
нокислот соответствует (R)-TA из Nectria hae-
matococca, PDB ID 4CMD). 

Однако впоследствии были обнаружены 
трансаминазы со смешанным типом активно-
сти, у которых в характеристических мотивах 
наблюдались замены в одной или нескольких 
ключевых позициях [6, 7 ].

В результате выравнивания в программе 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
последовательности изучаемой нами транс-
аминазы из Desulfohalobium retbaense (Dret) 
(UniProtID: C8X272) и последовательностей, 
охарактеризованных трансаминаз IV типа уклад-
ки, обнаружено, что Dret имеет в мотиве   1 остат-
ки 54-RхххFETLK-63, а в мотиве 2 остатки 114-
IVA…ADF-130, что позволяет отнести Dret к 
трансаминазам со смешанным типом активности, 
способным к реакциям как с L-аминокислотами 
по ВСАТ-типу, так и с R-аминами по (R)-TA-типу. 
В настоящей работе проведены построение трех-
мерной модели гомодимера трансаминазы Dret, 
а также молекулярно-динамическое моделирова-
ние фермент-субстратных комплексов Dret c D- и 
L-изомерами лейцина для определения факторов 
стереоспецифичности этого фермента.

Результаты и их обсуждение

Нами был получен синтетический ген, коди-
рующий Dret, и выделена рекомбинантная форма 
Dret по методике, описанной в [8]. Согласно ре-
зультатам гель-фильтрации, Dret представляет со-
бой димер с молекулярной массой около 70 кДа. 
Спектр поглощения выделенного Dret имеет два 
пика с максимумами на 280 и 413 нм, послед-
ний соответствует поглощению PLP-формы Dret. 
Оценку специфичности фермента к энантиоме-
рам лейцина проводили спектрофотометрически 
по убыли поглощения на 413 нм (по первой по-
луреакции, которая сопровождается переходом 
E-PLP-формы в E-PMP-форму). При добавлении 
D-лейцина (20 мМ) в раствор Dret (70 мкМ) в 
спектре поглощения наблюдалось снижение ин-
тенсивности на 413 нм и появлялось поглоще-
ние на 320 нм, что соответствует убыли E-PLP 
формы и накоплению Е-PMP формы Dret. При 
добавлении L-лейцина (20 мМ) к Dret (70 мкМ) 
изменений в спектре поглощения на 413 нм не 

происходило. Константа скорости полуреакции 
Dret с D-лейцином в 50 мМ Tris-HCl-буфере, 
содержащем 50 мМ NaCl (pH 8,0) при 40 °С 
cоставила 0,006 с–1. Полуреакции  с L-лейцином 
не наблюдалось. 

Проведенные эксперименты показали, что 
Dret активен с D-лейцином, но не активен с 
L-лейцином. Из состава характеристических мо-
тивов 1 и 2 специфичность Dret по DAAT-типу 
не очевидна, поэтому далее мы провели моде-
лирование структуры Dret в целях проведения 
анализа геометрии связывания D- и L-лейцина 
в холо-форме Dret, содержащей PLP, ковалентно 
связанный с боковой цепью лизина, в форме про-
тонированного основания Шиффа.

В базе структурных данных PDB отсутствует 
трехмерная структура Dret, поэтому для построе-
ния ее трехмерной модели были отобраны шабло-
ны родственных ферментов с доступными трех-
мерными структурами. Процедуру поиска струк-
турных шаблонов для моделирования структуры 
Dret проводили с использованием методов рас-
познавания укладки HHPred [9] и PHYRE2 [10] 
и программы BLAST. Выбор шаблона проводили 
c учетом экспериментальных данных о располо-
жении остатков центра связывания субстрата у 
трансаминаз [3, 5 ]. В результате поиска в каче-
стве шаблонов для построения модели Dret были 
выбраны следующие структуры:

(R)-ТА из Nectria haematococca (PDB ID 4CMD 
[11],  разрешение 1,68 Å, остатки 7–44 для моде-
лирование N-конца Dret, идентичность 22 %); 

DAAT из Bacillus sp. YM-1 (PDB ID 3DAA 
[12], остатки 45–302, разрешение 1,65 Å, иден-
тичность 26%);

BCAT из Geoglobus acetivorans (PDB ID 5Е25 
[13],  остатки 302–314, разрешение 2,2 Å, иден-
тичность 28%). 

Необходимое для моделирования по гомоло-
гии выравнивание аминокислотных последова-
тельностей проводили с помощью программы 
T-COFFEE [14],  редактировали выравнивание 
в программе Jalview [15].  На основе данного 
выравнивания осуществляли моделирование 
структуры Dret с использованием программы 
MODELLER (https://salilab.org/modeller/). Про-
токол MODELLER для моделирования гомологии 
был выбран в соответствии с инструкцией (https://
salilab.org/modeller/tutorial/advanced.html). Кон-
формации петель были выбраны с помощью про-
граммы Mustguseal (https://biokinet.belozersky.
msu.ru/mustguseal). Расположение спирали на 
N-конце (остатки 1–44), полученное при модели-
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ровании структуры Dret, совпало с положением 
спирали 7-DQSYLEALLA-16, предсказанным 
в программе JPred (http://www.compbio.dundee.
ac.uk/jpred/). Построенные модели проверяли с 
помощью программы WHAT IF [16].  

Согласно результатам моделирования, Dret 
представляет собой альфа-/бета -глобулярный 
белок, гомодимер c двумя активными центра-
ми, образованными симметрично остатками 
двух субъединиц с кофактором PLP, ковалентно 
связанным c каталитическим остатком Lys175 
в каждом активном центре (рис. 1). Активный 
центр состоит из двух карманов для связывания 
субстрата. Остатки со стороны фосфатной груп-
пы PLP образуют малый P-карман, остатки со 
стороны фенольной группы PLP образуют боль-
шой О-карман. В формировании активного цен-
тра участвуют также остатки междоменной пет-
ли (Met145-Gly156), соединяющей домены пер-
вой субъединицы, и остатки межсубъединичной 
петли второй субъединицы (Gly122*–Gln135*) 
(здесь и далее звездочкой (*) маркированы остат-
ки от второй субъединицы, рис. 1).

Поскольку в формировании активного цен-
тра ТА участвуют остатки двух субъединиц, для 
реализации функции фермента крайне важно, 
чтобы димер был стабилен. Анализ полученной 
структуры показал, что поддержание стабильно-
сти димера Dret обеспечивается большим коли-
чеством водородных связей (суммарно 44 меж-
субъединичных взаимодействия) и гидрофобных 

контактов (30 гидрофобных контактов). Особую 
роль в установлении гидрофобных контактов 
между субъединицами играют остатки N-конца 
субъединиц, образующие аналог мотива «лей-
циновой застежки». Данный мотив, уникальный 
для последовательности Dret в ряду гомологич-
ных трансаминаз, характеризуется следующи-
ми межсубъединичными контактами: Leu43–
Leu43*, Leu44–Leu44*, Ile45–Leu43*, Leu51–
Leu44*. Водородные связи между заряженны-
ми остатками субъединиц (солевые мостики) 
также стабилизируют димер: Lys167–Asp178*, 
Asp178–Lys167*, Arg187–Glu132* и Glu132–
Arg187*. Таким образом, стабильность димера 
обусловлена как гидрофобными, так и электро-
статическими взаимодействиями. 

Сравнение структуры Dret со структурой кано-
нической bsDAAT (PDB ID 3DAA) показало ряд 
различий в строении активных центров. О-карман 
Dret содержит неполярный остаток Phe59, а в ак-
тивном центре bsDAAT в этой позиции находит-
ся Tyr31, который определяет специфичность к 
D-аминокислотам и вместе с остатками His100* и 
Arg98* образует «карбоксилатную ловушку» для 
-COO–-группы D-аминокислоты в O-кармане 
[12].  Остатки Tyr31, His100* и Arg98* у DAAT 
консервативны и входят в состав характеристи-
ческих мотивов. В случае Dret на месте His100* 
располагается остаток Ala128*, на месте Arg98* – 
Phe126*. Однако функциональная группа Arg54* 
в О-кармане активного центра Dret занимает 

Рис. 1. Суперпозиция кристаллической структуры bsDAAT (PDB ID 3DAA) и структуры Dret, полу-
ченной в результате молекулярно-динамического расчета, темным обозначена первая субъединица Dret, 
светлым – вторая cубъединица, полупрозрачным обозначен димер bsDAAT. На вставке показаны амино-
кислотные остатки аргинина в обоих ферментах, обеспечивающие связывание с карбоксильной группой 

D-лейцина (только тяжелые атомы) за счет образования водородных связей (пунктиром)
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сходное пространственное положение с положе-
нием функциональной группы Arg98* в bsDAAT 
(рис. 1). Это, вероятно, обеспечивает связывание 
-COO–-группы и формирует сайт связывания 
субстрата по D-типу. В построенной модели Dret 
P-карман образован только гидрофобными остат-
ками, что исключает возможность расположения 
там -СОО–-группы субстрата.

Для оценки поведения Dret в растворе были 
проведены расчеты методом классической моле-
кулярной динамики (МД). В полученную модель 
фермента Dret добавляли атомы водорода, после 
чего в активный центр помещали кофактор PLP 
и проводили его ковалентную сшивку с остат-
ком Lys175. В активный центр одной из субъеди-
ниц добавляли субстрат – D- или L-лейцин. При 
расчете методом МД для описания белковой ма-
кромолекулы и субстрата использовали силовое 
поле CHARMM [17],  для описания PLP – силовое 
поле CGenFF [18],  для описания молекул воды – 
силовое поле TIP3P [19].  Поскольку требовалось 
описание протонированного основания Шиффа и 
остатка лизина, в настоящей работе разработаны 
дополнительные параметры силового поля, позво-
ляющие модифицировать оба фрагмента и доба-
вить требуемую ковалентную связь между ними. 
Полученная система сольватировалась молекула-
ми воды и нейтрализовалась ионами натрия, ее 
размер составил 113×160×110 Å3 (60 223 атома). 
Расчеты проводили в ансамбле NPT при 1 атм и 
300 К в программном пакете NAMD [20]. Для 
моделирования предреакционного комплекса 
накладывали дополнительный гармонический 

потенциал с k = 10 ккал∙моль–1∙Å–2 и R0 = 2,8 Å 
между атомом азота субстрата и атомом углеро-
да PLP, образующим ковалентную связь с суб-
стратом в ходе реакции. Для каждой из систем 
проводили расчет траектории 2 нс. При стати-
стической обработке данных в качестве крите-
рия водородной связи между тяжелыми атомами 
использовали расстояние 3,2 Å.

При анализе МД-траекторий комплексов Dret 
c D- и L-лейцинами остаток Arg54* образует с 
-СОО–-группой две стабильные водородные свя-
зи. При дальнейшем введении ограничивающего 
потенциала для моделирования предреакционно-
го комплекса динамическое поведение связей раз-
личается в системах с разными стереоизомерами 
лейцина. В системе Dret с D-лейцином сохраня-
ются водородные связи между Arg54* и -СОО–-
группой субстрата; они наблюдаются на протя-
жении всей траектории и характеризуются ко-
роткими расстояниями между тяжелыми атомами 
(2,69±0,09 и 2,75±0,13 Å) (рис. 2). При координа-
ции -СОО– в О-кармане боковая цепь D-лейцина 
располагается в гидрофобном P-кармане Dret, что 
также способствует стабилизации предреакцион-
ного комплекса Dret и D-лейцина. 

Для системы Dret с L-лейцином характерно 
увеличение длин связей между Arg54* и -СОО–. 
Одна из водородных связей характеризуется рас-
стоянием 2,82±0,25 Å между тяжелыми атомами 
и сохраняется в 93% траектории, другая наблю-
дается только в половине кадров траектории, а 
ее длина составляет 3,23±0,43 Å. Разрыв одной 
из связей между Arg54* и -СОО– приводит к 

Рис. 2. Сравнение активных центров Dret с D- и L-лейцинами. Пунктиром показаны водородные связи, 
стрелками – направление от атома азота субстрата к атому углерода PLP, образующим ковалентную 
связь в ходе реакции (два атома, на расстояние между которыми накладывается ограничивающий потен-
циал). Длина водородных связей между тяжелыми атомами субстрата и остатка аргинина в ходе реакции 

представлена в Å
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формированию новой водородной связи между 
His53* и -СОО–-группой L-лейцина, что приво-
дит к нарушению структуры активного центра. 

Заключение

Построена трехмерная полноатомная модель 
гомодимера трансаминазы Dret на основе трех-
мерных структур родственных ферментов и ана-
лиза гомологии. Показано, что формирование 
стабильного гомодимера обусловлено образо-
ванием гидрофобных контактов и водородных 
связей между субъединицами. Отсутствие в ак-
тивном центре Dret консервативного для DAAT 
остатка Arg98* предположительно компенсиру-
ется остатком Arg54*, функциональная группа 
которого занимает то же пространственное по-
ложение, что и функциональная группа Arg98* 
в bsDAAT. В предреакционном комплексе этот 
остаток образует две стабильные водородные 
связи с D-лейцином. В случае L-лейцина сохра-
няется только одна из двух связей и образуется 
новая водородная связь между -СОО–-группой 
L-лейцина и His53*. Это, по-видимому, приво-

дит к нарушению структуры активного центра 
и объясняет отсутствие химической реакции с 
L-лейцином. Связывание D-лейцина остатками 
активного центра Dret способствует эффектив-
ным превращениям субстрата по установленному 
для трансаминаз механизму.
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MOLECULAR MECHANISM OF STEREOSPECIFICITY 
OF TRANSAMINASE FROM DESULFOHALOBIUM RETBAENSE 
TO D-LEUCINE REVEALED BY MOLECULAR DYNAMICS MODELING

M.G. Khrenova1,2*, S.A. Zavyalova1,2, E.Y. Bezsudnova1

( 1 A.N. Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre «Fundamentals of Bio-
technology» of the Russian Academy of Sciences; 2Lomonosov Moscow State University; 
*e-mail: wasabiko@lcc.chem.msu.ru)

The paper presents the results of a molecular dynamics study of the molecular mechanism 
of experimentally observed specifi city of transaminase from Desulfohalobium retbaense 
(Dret) to the D-isomer of leucine. A full-atom 3D model of Dret is constructed based on 
the primary sequence and crystal structures of related enzymes. Analysis of molecular 
dynamics trajectories demonstrated that the α-COO-group of D-leucine forms stable 
hydrogen bonds with the Arg54* in the enzyme-substrate complex, that contributes to the 
proper orientation of the substrate in the active site. The formation of such complex with 
the L-isomer of leucine leads to the destruction of these hydrogen bonds and disruption of 
the structure of the entire active site.

Ключевые слова: molecular modeling, molecular dynamics, stereospecifi city, D-amino-acid 
transaminase.
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