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ТРАНСАМИНАЗЫ D-АМИНОКИСЛОТ ИЗ АРХЕИ Methanocaldococcus 
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Пиридоксаль-5'-фосфат-зависимые трансаминазы (PLP) катализируют стереоспецифический пе-
ренос аминогруппы с аминокислоты или амина на кетон или кетокислоту. Трансаминазы участву-
ют в метаболизме аминокислот у всех организмов; на основе этого суперсемейства ферментов ак-
тивно разрабатываются биокатализаторы стереоселективного аминирования органических соеди-
нений для тонкого органического синтеза. Представлены краткая биохимическая характеристика и
кристаллическая структура термостабильной трансаминазы I типа укладки PLP-связывающего до-
мена из термофильной археи Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661, полученная с разрешением
1.8 Å. Описаны строение функционального димера фермента и организация его активного центра,
проведено сравнение с ближайшими гомологами.
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ВВЕДЕНИЕ

Пиридоксаль-5'-фосфат-зависимые трансами-
назы (PLP) (TА, аминотрансферазы, EC 2.6.1.Х)
катализируют обратимый стереоселективный пе-
ренос аминогруппы с аминосубстрата (амин/ами-
нокислота) на кетосубстрат (кетон/кетокисло-
та/альдегид) с образованием хирального ами-
на/аминокислоты и нового кетосоединения [1].
В клетках всех организмов ТА являются ключе-
выми ферментами метаболизма аминокислот. В
биотехнологии ТА применяются для стереосе-
лективного аминирования органических соеди-
нений, на основе природных ТА разрабатывают-
ся биокатализаторы для синтеза оптически актив-
ных аминов и неприродных аминокислот [2–6].

Принятая на сегодня классификация ТА со-
ставлена по множественному выравниванию по-
следовательностей в базе данных семейств белко-
вых доменов PFAM и объединяет, ориентируясь
на субстратную специфичность, ТА в классы и
подклассы (семейства) по паре реагирующих суб-
стратов: донору аминогруппы/акцептору амино-
группы (механизм трансаминирования приведен
ниже). Имеются шесть основных классов ТА [1].
Кроме того, все ТА разделяются по типу укладки

PLP-связывающего домена на ферменты I или
IV типа укладки [7, 8].

Любой фермент характеризуется оптималь-
ным природным субстратом (или набором суб-
стратов). Для всех ТА такими субстратами явля-
ются α-аминокислоты и их кетоаналоги, однако
некоторые ферменты в определенных условиях
активны с отличными от природных субстратов
соединениями, т.е. проявляют разнородную (про-
мискуитетную) активность (promiscuous activity).
Такая активность представляет интерес для целей
биотехнологии, так как позволяет использовать
ферменты в синтезе неприродных соединений [9].

Трансаминазы III класса относятся к I типу
PLP-укладки и являются примером ферментов с
разнородной активностью, т.е. проявляют актив-
ность не только с α-, β-, γ- и ε-аминокислотами и
их кетоаналогами, но и с (S)-ароматическими и
алифатическими аминами, а также с альдегидами
и кетонами [10, 11]. Трансаминазы III класса, ка-
тализирующие аминирование (S)-8-амино-7-ок-
сононаноата (КАРА) с образованием 7,8-диами-
нопеларгоновой кислоты (DAPA), составляют
подсемейство DAPA TA и в клетках участвуют в
синтезе биотина [12]. Большинство DAPA ТА уз-
коспецифичны, используют S-аденозил-L-мети-
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онин (SAM) в качестве аминодонора. Среди ТА
III класса – это одни из самых “медленных” фер-
ментов [13, 14]. В [15] была охарактеризована
DAPA TA из Psychrobacter cryohalolentis, проявля-
ющая активность не только к природным SAM,
DAPA и KAPA, но и к (S)-(-)-1-фенилэтиламину
(S-PEA) и ряду альдегидов и кетонов. Для прояв-
ления такой разнородной субстратной специфич-
ности в активном центре фермента присутствует
ряд аминокислотных замен, а также повышенная
мобильность отдельных остатков по сравнению с
аминокислотными остатками в активном центре
канонической DAPA TA из Escherichia coli.

Исследованная в настоящей работе термоста-
бильная DAPA ТА из археи Methanocaldococcus
jannaschii DSM 2661 (BioA, EC 2.6.1.62) гомологич-
на описанной ранее DAPA ТА из P. cryohololentis.
Охарактеризована неприродная активность BioA
в реакции с S-PEA и его энантиомером R-PEA с
кетосубстратом изобутаналем, получена простран-
ственная структура фермента с разрешением 1.8 Å
и проведены ее детальный анализ и сравнение со
структурами гомологичных ТА. Полученные дан-
ные дополняют многообразие структур ТА I типа
укладки, а также могут быть полезны при разра-
ботке новых термостабильных биокатализаторов,
проявляющих максимальную активность и ста-
бильность при температурах 50°С и выше, а также
стабильных в присутствии органических раство-
рителей, улучшающих растворимость органиче-
ских субстратов в биотехнологических процессах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирования, экспрессия и очистка BioA. Ген

BioA был получен полимеразной цепной реакци-
ей (ПЦР) с использованием геномной ДНК
M. jannaschii DSM 2661 [16] в качестве матрицы.
Продукт ПЦР лигировали в плазмиду pET-21b
(Novagen, Germany) и модифицировали согласно
методике, описанной в [17], для получения целе-
вого белка, на N-конце слитого с His-тагом и сай-
том узнавания TEV протеазы. Трансформирован-
ные клетки E. coli BL21Star (Stratagene, USA) вы-
ращивали в среде LB/ампицилин при 37°C до
А600 = 0.8, экспрессию индуцировали 1 мМ изо-
пропил-β-тиогалактопиранозида. После инкуби-
рования при 25°C клетки собирали центрифуги-
рованием, далее ресуспендировали в 50 мМ Трис-
HCl-буфере, pH 7.5, содержащем 200 мМ NaCl,
20 мМ имидазола, 10% глицерина, 2 мМ β-мер-
каптоэтанола, 0.1% Тритона X-100 и 1 мМ фенил-
метилсульфонилфторида, и разрушали ультра-
звуком. Грубый экстракт центрифугировали при
10000 g в течение 25 мин. Супернатант наносили
на колонку HisTrap HP (GE Healthcare, USA),
уравновешенную 50 мМ Трис-HCl-буфером,
pH 7.5, содержащим 500 мМ NaCl, 20 мМ имида-
зола и 0.1% Тритона X-100. BioA с 6-His-тагом

элюировали линейным градиентом имидазола
(20–500 мМ) в том же буфере без Тритона X-100.
Фракцию с целевым ферментом инкубировали с
десятикратным молярным избытком PLP при 4°C
в течение 12 ч, переносили в буфер 50 мМ Трис-
HCl, pH 7.9, содержащий 100 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, 1 мМ β-меркаптоэтанола и TEV протеазу
(1 мг на 10 мг белка). Раствор инкубировали при
комнатной температуре в течение 2 ч, диализиро-
вали против 50 мМ Трис-HCl-буфера, pH 7.5, со-
держащего 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазола, и на-
носили на колонку HisTrap HP. Проскок собира-
ли, концентрировали и наносили на колонку
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare), уравно-
вешенную 50 мМ Трис-HCl-буфером, pH 7.5,
содержащим 50 мМ NaCl и 15 мкМ PLP. Очищен-
ный BioA в холоформе хранили при –20°C с до-
бавлением 50% глицерина. Чистоту белка подтвер-
ждали при помощи ДДС-ПААГ электрофореза.
Концентрацию белка определяли методом Бред-
форда.

Определение активности BioA и стационарных
параметров реакции. Удельную активность BioA в
реакции с R-PEA и S-PEA с изобутаналем в каче-
стве аминоакцептора рассчитывали из начально-
го линейного участка зависимости накопления
продукта от времени. За единицу ферментатив-
ной активности U принимали количество BioA,
катализирующее образование 1 мкМ ацетофено-
на в минуту. За образованием ацетофенона сле-
дили по увеличению оптической плотности при
245 нм (∆ε = 12 мМ–1 см–1) на спектрофотометре
Evolution 300 UV-Vis (Thermo Scientific, USA).
Стандартную реакцию проводили при 65°C в
100 мМ бикарбонатном буфере, pH 10, с добавле-
нием 90 мкМ PLP при концентрации каждого
субстрата 10 мМ.

Для получения кинетических параметров ва-
рьировали концентрацию одного субстрата при
постоянной концентрации второго (концентра-
ция для изобутаналя составляла 12 мМ, для R-PEA –
10 мМ). Измерения проводили при 35°C в 75 мМ
натрий-фосфатном буфере, pH 8, с добавлением
90 мкМ PLP. Кинетические параметры получали,
обрабатывая экспериментальные данные соглас-
но уравнению Михаэлиса–Ментен, используя
Origin 7.5 (Origin Lab, USA).

Кристаллизацию BioA проводили методом
диффузии в парах, как описано в [18]. Финальные
условия кристаллизации включали 0.2 M MgCl2;
0.1 M Tris, pH 8.5; 19% PEG 3350, кристаллизация
велась при температуре +20°С. Кристаллы палоч-
кообразной формы размером ∼100 × 100 × 50 мкм
росли в течение семи дней.

Сбор и обработка дифракционных данных. Реше-
ние и уточнение структуры. Перед сбором ди-
фракционных данных кристаллы вылавливали
петлей и переносили в криораствор, содержащий
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кроме компонентов, входящих в противораствор,
25% глицерина. После чего кристалл в петле за-
мораживали в парах азота. Дифракционные набо-
ры собирали при температуре 100 K на станции
ID29 синхротронного источника ESRF (Фран-
ция). Дифракционная картина фиксировалась
детектором Pilatus6M. Для расчета стратегии сбо-
ра данных использовали программу Best [19],
предложившую следующие параметры: длина
волны 0.969 Å, угол вращения 287°, угол качания
0.1°, расстояние кристалл–детектор 302 мм. На-
бор дифракционных данных обработан с исполь-
зованием программы iMosflm [20]. Статистика
набора данных приведена в табл. 1.

Решение структуры проведено методом моле-
кулярного замещения при помощи программы
MOLREP [21]. В качестве стартовой модели ис-
пользовали структуру холо-формы синтазы диа-
минопералгоновой кислоты из Bacillus subtilis
(код PDB 3DOD). Кристаллографическое уточ-
нение структуры проведено с использованием
программ Refmac5 [22] и Coot [23] до достижения
R-факторами следующих значений: Rwork = 17.7%,
Rfree = 22.2% (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Активность BioA и кинетические параметры

полной реакции. Удельная активность выделенных
препаратов BioA с R-PEA и S-PEA соответственно
составила 42 ± 2 и 21 ± 1 мU/мг при 65°C в 100 мМ
бикарбонатном буфере, pH 10. Кинетические па-
раметры катализируемой BioA реакции между
R-PEA и изобутаналем приведены в табл. 3. Мож-
но сделать вывод, что BioA стабилен и активен в
щелочных условиях при 65°C, однако проявляет
низкую стереоспецифичность к неканоническим
субстратам.

Анализ структуры BioA. Кристаллы BioA при-
надлежат пр. гр. P1. В независимой части элемен-
тарной ячейки кристалла находятся две субъеди-
ницы белка, образующие функциональный ди-
мер [1, 8]. В обеих субъединицах в электронной
плотности отсутствуют восемь аминокислот с
N-конца, а также участок 190–209, что, по-види-
мому, связано с их относительной подвижно-
стью. Попарное сравнение субъединиц между со-
бой дает RMSD по Сα-атомам, не превышающее
0.14 Å2, свидетельствующее об отсутствии между
ними значимых различий.

Общая архитектура субъединицы BioA типич-
на для ТА I типа укладки и состоит из двух доме-
нов – малого N-концевого (остатки 1–58 и 359–
466) и большого С-концевого (остатки 59–358)
(рис. 1а) [7]. N-концевой домен BioA содержит
пять α-спиралей и два β-слоя по три тяжа каж-
дый, а С-концевой – 9 α-спиралей, окружающих
β-слой, состоящий из семи тяжей.

Таблица 1. Кристаллографические данные и парамет-
ры съемки кристалла трансаминазы BioA

* В скобках приведены значения для последнего слоя.

Пр. гр. P1
a, b, c, Å;
α, β, γ, град

61.23, 61.38, 63.07;
106.11, 93.48, 96.47

Т, K 100
λ, Å 0.969
Разрешение, Å 60.56–1.80 (1.84–1.80)*
Число независимых 
рефлексов

71599 (4097)

Повторяемость 2.7 (2.6)
Полнота набора, % 88.5 (86.1)
I/σ (I) 6.4 (2.4)
Rmeas, % 12.6 (53.3)
CC1/2,% 98.9 (75.5)

Таблица 2. Данные уточнения структуры трансамина-
зы BioA

Rfact, % 17.7
Rfree, % 22.2
Общий средний B-фактор 22.0
Средний B-фактор по белку 21.8
Средний B-фактор по лигандам 23.3
Средний B-фактор по растворителю 27.2

Число неводородных атомов
Белок 6958
Лиганды 3
Растворитель 446
Всего 7407

Среднеквадратичные отклонения
Длины связей, Å 0.013
Валентные углы, град 1.842

График Рамачандрана
Наиболее благоприятные, % 94.5
Допустимые, % 4.4
Код PDB 6ZHK

Таблица 3. Кинетические параметры катализируемой
BioA реакции между R-PEA и изобутаналем при 65°C

Субстрат kcat, с–1 Km, мМ
kcat/Km,

с–1 мМ–1

R-PEA 0.033 ± 0.001 0.9 ± 0.1 0.037 ± 0.005
Изобутаналь 0.0162 ± 0.0005 0.19 ± 0.03 0.08 ± 0.02
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Анализ контактов между субъединицами из
независимой части показал, что BioA аналогично
многим другим ТА [1, 8, 15] является димером в
кристалле. Скрытая при формировании димера
поверхность (buried surface area) составляет 5678 Å2

(28.5% поверхности субъединицы). Димер ста-
билизирован девятью солевыми мостиками и
50 водородными связями. Оценка гидрофоб-
ных взаимодействий, сделанная по выигрышу

свободной энергии при формировании димер-
ного межмолекулярного контакта, дает величи-
ну ‒96.3 ккал/моль (табл. 4).

Димер BioA является минимальной каталити-
ческой единицей фермента, что связано с устрой-
ством активного центра ТА, включающего в себя
остатки обеих субъединиц, а именно – двух доме-
нов одной субъединицы и С-концевого домена
соседней. Активный центр BioA находится глубо-
ко в центре каждой из субъединиц димера и со-
единен с поверхностью протяженным каналом
длиной ∼15 Å (рис. 1б). Полость активного центра
сформирована остатками W63, D121, G122, A123,
E124, V126, Y155, H156, G157, E234, D268, V270,
A271, G336, H337 и T338, а также каталитическим
лизином K301. Для данного класса ферментов из-
вестно, что помимо каталитических остатков в
активном центре находится молекула кофактора –
PLP, ковалентно связанная в структуре холо-
формы с каталитическим остатком лизина и от-
соединяющаяся от него в процессе катализа с об-
разованием свободной PMP-формы, способной
покидать активный центр. Анализ активного
центра BioA показал, что в обеих субъединицах
фермента отсутствует разностная электронная
плотность для кофактора, поэтому каталитиче-
ский остаток лизина K301 находится в свободной
форме. Возможно, в случае BioA отсутствие ко-
фактора вызвано условиями кристаллизации.

Сравнение субъединицы BioA с гомологичны-
ми структурами показало, что наибольшее сход-
ство фермент имеет со структурами синтазы диа-
минопералгоновой кислоты из Bacillus subtilis
(RMSD – 1.08 Å2, код PDB – 3DRD), термоста-
бильной ω-трансаминазы из Thermomicrobium ro-
seum (RMSD – 1.50 Å2, код PDB – 6IO1) и ТА из
Pseudomonas fluorescens (RMSD – 1.57 Å2, код PDB –
6S54) (рис. 2а). Несмотря на сходство структур
субъединиц, указанные ферменты имеют различ-
ное олигомерное состояние в кристалле – димер
(3DRD и 6IO1) и тетрамер (6S54), что, впрочем,
типично для ТА [1]. Тем не менее все указанные
олигомерные состояния включают в себя анало-
гичный BioA димер (рис. 2б), что позволяет про-
вести их взаимное сравнение. Анализ контактов
упомянутых димеров (табл. 4) показывает, что ди-

Рис. 1. Структура BioA. Димер BioA (а). N-концевой
домен одной из субъединиц димера показан в виде
черной ленточной модели, С-концевой – в виде се-
рой ленточной модели. Вторая субъединица димера
показана в виде прерывистой ленточной модели. Ионы
магния показаны сферами. Субстратный канал BioA (б).
Серым показана поверхность димера BioA (централь-
ный срез) и каналы, ведущие от поверхности молеку-
лы в активный центр фермента. Молекула PMP взята
из структуры 6IO1 и показана палочковой моделью
для одной субъединицы. Активный центр каждой
субъединицы обозначен стрелкой.

(а)

(б)

Таблица 4. Сравнение димерных межмолекулярных контактов BioA и гомологичных ферментов

* Димерный контакт, аналогичный BioA.

BioA 3DRD [24] 6IO1 [25] 6S54* [26]

Поверхность, cкрытая при формировании димера,
Å2 (процент от поверхности субъединицы)

5678 (28.5%) 4289 (22.1%) 5698 (28.3%) 5440 (27.6%)

Водородные связи 50 35 38 64
Солевые мостики 9 4 17 8
Гидрофобные взаимодействия (ΔGint, ккал/моль) –96.3 –63.6 –81.1 –88.6
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мерное межмолекулярное взаимодействие дан-
ного класса ферментов весьма прочно даже в слу-
чае белков из мезофильных организмов (напри-
мер, 6S54). При этом в случае тетрамера 6S54
межмолекулярный контакт, аналогичный димеру
BioA, значительно превосходит по прочности
остальные, что подчеркивает ключевую роль ди-
меризации для функционирования фермента.

Сравнение активных центров BioA и гомоло-
гичных ферментов позволило установить, что
связанный кофактор присутствует не во всех
сравниваемых структурах. Так, помимо BioA он
отсутствует в структурах 3DRD и в одной из субъ-
единиц 6IO1, при этом во второй субъединице об-

наружена PMP-форма кофактора. В структуре 6S54
ковалентно связанный PLP находится во всех че-
тырех субъединицах из независимой части. Ана-
лиз окружения области связывания кофактора
показал, что в случае BioA остатки, формирую-
щие окружение PLP, в основном консервативны,
при этом в структуре 3DRD отсутствует петля
143–173 (нумерация по 3DRD), закрывающая ак-
тивный центр от растворителя. В отсутствие ко-
фактора в BioA вакантное положение его фосфат-
ной группы занято боковой группой остатка
H337, имеющей двойное положение, чего не на-
блюдается в структуре гомологов, где крупная бо-
ковая группа гомологичного ароматического
остатка отвернута от кофактора. Неконсерватив-
ный S240 в BioA (аланин у гомологов) создает по-
лярную область на входе в полость активного
центра. Еще одним отличием BioA является нали-
чие вблизи активного центра пары неконсерва-
тивных полярных остатков – D158 и Y25, боковые
группы которых образуют водородную связь меж-
ду собой, а также с каталитическим Y155. В поло-
жении, аналогичном Y25, у гомологов находится
гидрофобный остаток. Таким образом, в случае
BioA пара D158–Y25 может дополнительно стаби-
лизировать структуру активного центра, являясь
следствием адаптации к повышенной температуре.

Таким образом, исследована структура термо-
стабильной ТА из археи Methanocaldococcus janna-
schii DSM 2661, проведено ее сравнение со струк-
турами гомологичных ферментов и выявлены
различия в активном центре, которые могут отра-
жать субстратную специфичность BioA.

Работы по экспрессии и выделению белка вы-
полнены при финансовой поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00164), кри-
сталлизация и рентгеноструктурный экспери-
мент выполнены при поддержке Российского
Федерального космического агентства (проект
КЭ (ЦР) “Кристаллизатор”), работы по кристал-
лографическому уточнению и анализу получен-
ной структуры выполнены при поддержке Мини-
стерства науки и высшего образования РФ.
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