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введение
NAD+­зависимая формиатдегидрогеназа (кФ 1.2.1.2, FDH) катали­
зирует реакцию окисления формиат­иона до углекислого газа при 
сопря жённом восстановлении NAD+ до NADH. Формиатдегидрогеназа 
явля ется модельным ферментом для выяснения основных законо­
мер ностей механизма переноса гидрид­иона от субстрата к с4­атому 
никотинамидного кольца NAD+ в активном центре. на практике 
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этот фермент используется в системах регенерации кофактора. 
Превос ходство формиатдегидрогеназы над другими ферментами 
при использовании в системе регенерации NADH обусловлено 
необ ра тимостью катализируемой реакции, широким pH оптимумом 
активности, строгой специфичностью фермента, дешевизной второго 
субстрата – формиата и легкостью удаления второго продукта реакции 
со2. Гены, кодирующие FDH, найдены в бактериях, дрожжах, 
микроскопических грибах, а также растениях [1–3].
 В нашей лаборатории проводятся систематические исследования 
структуры и механизма действия FDH из различных источников. 
наибо лее изученным ферментом среди формиатдегидрогеназ явля­
ется FDH из бактерий Pseudomonas sp.101 (PseFDH). В базе трех­
мер ных структур PDB для PseFDH имеются структуры как для 
сво бод ного фермента (структуры 2NAC и 2GO1, разрешение 1,80 
и 2,10 Å соответственно), так и для тройного комплекса с NAD+ 
и азид­ионом (холо­форма) (2NAD, разрешение 2,05 Å), а также 
в комп лексе с формиатом (2GUG, разрешение 2,28 Å). Данные о 
струк туре PseFDH были успешно использованы для выбора амино­
кис лот ных остатков в экспериментах по направленному мута генезу 
для повышения как каталитических свойств, так и темпе ра турной 
и химической стабильности этого фермента [2, 4–7]. ока залось, 
что объединение отдельных замен в многоточечные мутанты в ряде 
случаев имеет аддитивный эффект [5]. например, объединение 7 
лучших мутаций, повышающих термостабильность фермента, позво­
лило получить мутантную PseFDH T7, у которой константа скорости 
термоинактивации была в 50 раз меньше, чем у PseFDH дикого типа 
[2]. Три аминокислотные замены, повышающие опера цион ную и 
температурную стабильность, были объединены в мутанте PseFDH 
GAV [2, 8]. В результате такого объединения сродство к NAD+ 
увеличилось в 2 раза, температурная стабильность — в 2,5 раза, а 
операционная – более, чем в 1000 раз по сравнению с PseFDH дикого 
типа [2, 8]. PseFDH GAV была многократно успешно исполь зо вана 
для регенерации NADH в процессах хирального синтеза [2, 9, 10]. 
Введение в PseFDH GAV еще одной замены – Cys145Ser позво­
лило получить мутантную PseFDH SM4, в которой по срав не нию с 
исходным мутантом были еще больше улучшены все три пара метра: 
константа михаэлиса по формиату уменьшилась в 1,9 раза, хими чес­
кая стабильность возросла в 2 раза [4], а термостабильность – в 1,6 
раза. Увеличение термостабильности позволило существенно упрос­
тить процесс очистки мутантных PseFDH путем введения стадии 
термо обработки бесклеточного экстракта при 55 ос в течение 20–30 
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мин. В результате содержание целевого фермента повышалось с 50 
до 80–90% без потери ферментативной активности [2, 11].
 NAD+­зависимая формиатдегидрогеназа является высококон сер­
ва тивным ферментом. Уровень гомологии между аминокислотными 
последовательностями эволюционно отдаленных FDH из бактерий и 
расте ний составляет более 50% [2]. Уровень структурной гомологии 
еще выше. Большое количество аминокислотных остатков, находя­
щихся в кофермент­связывающем и каталитическом доменах фор­
миат дегидрогеназ, имеют эквивалентное пространственное распо ло­
же ние. Ранее при анализе структуры тройного комплекса расти тель­
ной формиатдегидрогеназы из сои (SoyFDH) с коферментом NAD+ 
и сильным конкурентным ингибитором азид­ионом был выявлен 
остаток Phe290, который находится на поверхности белковой глобулы 
в кофермент­связывающем домене и экранирует связанный в активном 
центре кофермент от растворителя. Были проведены эксперименты 
по направленному мутагенезу этого остатка, в результате которых 
было получено 8 мутантных ферментов, многие из которых обладали 
более высокими каталитическими параметрами и более высокой 
термостабильностью по сравнению с ферментом дикого типа [12, 13]. 
анализ структуры 2NAD (тройной комплекс бактериальной PseFDH 
с NAD+ и азид­ионом) и апо­формы мутантной FDH из дрожжей Can­
dida boidinii (CboFDH, структуры 2FSS и 2J6I) показал, что остатку 
Phe290 в SoyFDH соответствуют остаток Phe311 в PseFDH и остаток 
Phe285 в CboFDH. В случае CboFDH было получено два мутанта с 
заме нами на остатки Ser и Tyr [14]. В случае PseFDH было получено 
4 мутанта, однако в этом случае замены остатка Phe311 проводили не 
в фер менте дикого типа, а в мутанте PseFDH SM4. В данной работе 
нами проведено сравнение результатов направленного мутагенеза 
струк турно­эквивалентного остатка Phe в формиатдегидрогеназах из 
трех разных источников – бактерий, дрожжей и растений. особое вни­
мание уделено результатам по мутагенезу бактериальной PseFDH SM4.

аналИЗ ПолоЖенИЯ сТРУкТУРно­ЭкВИВаленТноГо 
осТаТка Phe В ФоРмИаТДеГИДРоГенаЗаХ

 В настоящее время в базах данных имеется более 100 аминокис­
лот ных последовательностей NAD+­зависимых формиатдегидрогеназ 
из бактерий, дрожжей, микроскопических грибов и растений. на рис. 
1 представлены результаты сравнения аминокислотных последо­
вательностей некоторых формиатдегидрогеназ из разных источников 
в районе остатка Phe311 (нумерация по последовательности PseFDH). 
анализ выравнивания всех найденных последовательностей FDH 
пока зал, что частота нахождения остатка Phe в этом положении зави сит 
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Рис. 1 Фрагмент выравнивания аминокислотных последовательностей в районе 
остатка Phe311 (нумерация по последовательности PseFDH).
 синим выделены FDH из бактерий: PseFDH – из Pseudomonas sp. 101, 
MorFDH – из Moraxella sp., ParFDH – из Paracoccus sp. 12­A, HypFDH – из 

Окончание подпси к рис. 1 см. сл. стр.
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от типа источника. наиболее высокая консервативность наблюдается 
в случае бактериальных ферментов. Более, чем в 80% случаев в 
этом положении находится остаток Phe, а в остальных – остаток Tyr. 
Других остатков в этом положении в известных аминокислотных 
пос ле довательностях бактериальных FDH не найдено. В случае фер­
мен тов из растений в положении, эквивалентном положению остатка 
Phe290 в SoyFDH и Phe311 в PseFDH, остатки Phe и Tyr встречаются 
при бли зительно с одинаковой частотой примерно в 70% случаев. 
кроме того в этом положении также встречаются остатки Asn, Asp, Ser 
и His (указаны в порядке убывания частоты). В случае эволюционно 
близ ких FDH из дрожжей и микроскопических грибов остаток Phe 
в этом положении встречается в более, чем в 60% случаев, а вторым 
по встре чаемости является не остаток Tyr, а остаток Asp (включая 
FDH из пекарских дрожжей).
 анализ положения остатка Phe290 в структуре тройного комп лекса 
(SoyFDH–NAD+–азид) выполнен в работах [12 ,13]. моделирование 
структур мутантных ферментов показало, что в случае замены остатка 
Phe на остаток Ala изменение структуры минимально и в мутанте не 
обра зуется новых водородных связей, а в случае замены на 7 других 
остатков – Asp, Asn, Glu, Gln, Tyr, Ser и Thr, дополнительно образуется 
от 2 до 4 новых водородных связей, причем во всех случаях возникает 
новая водородная связь между мутируемым остатком и остатком 
Gln292 (Gln313 в PseFDH), который в свою очередь находится в очень 
плотном контакте с остатком His309 (His332 в PseFDH). В случае 
PseFDH было показано, что остаток His332 участвует в связывании 
фор миат­иона [15, 16]. 

Окончание подпси к рис. 1.
Hypho microbium strain JT­17, SmeFDH – из Sinorhizobium meliloti, SauFDH – из 
Staphylococcus aureus. 
 Зеленым выделены FDH из растений: SoyFDH2 – из сои Glycine max, 
LesFDH1 – из томатов Lycopersicon esculentum, StuFDH1 – из картофеля Solanum 
tuberosum, CcaFDH1 – из кофе Coffea canephora, RcoFDH1 – из клещевины 
Ricinus communis, BnaFDH2 – из рапса Brassica napus, BolFDH1 – из капусты 
Brassica oleracea, MdoFDH – из яблока Malus domestica, AthFDH – из Arabidopsis 
thaliana, PtaFDH2 – из сосны Pinus taeda. 
 Розовым выделены FDH из дрожжей: SceFDH – из пекарских дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae, DhaFDH – из Debaryomyces hansenii, CmeFDH – из 
Candida methylica, CboFDH – из Candida boidinii, YliFDH – из Yarrowia lipolytica. 
оранжевым выделены FDH из микроскопических грибов: NefFDH – из 
Neosartorya fischeri, AjcFDH1 – из Ajellomyces capsulatus, GzeFDH – из Gibberella 
zeae, CneFDH – из Cryptococcus neoformans.
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 структура димерной холо­формы PseFDH и расположение в 
ней остатка Phe311 представлено на рис. 2. Хорошо видно, что этот 
остаток находится на поверхности в кофермент­связывающем домене 
активного центра. как и в растительной SoyFDH, наиболее вероятной 
его функцией является экранирование молекулы NAD+ от раство­
ри теля. с точки зрения термодинамики, нахождение гидро фоб ного 
остатка на поверхности белковой глобулы не выгодно для его ста­
биль ности. В связи с этим остается непонятным почему природа в 
случае формиатдегидрогеназ отдала предпочтение именно остатку Phe.
 как уже отмечалось выше, в бактериальных ферментах в этом 
поло жении также может находиться остаток Tyr, а в формиат дегид­
ро геназах из других источников наиболее часто встречаются остатки 
Asp, Asn и Ser. Именно эти остатки и были введены в мутантную 
PseFDH SM4. Для этих замен было проведено компьютерное моде­
ли рование и наложение структур до и после мутации. Результаты 
компью терного моделирования структуры мутантных PseFDH SM4 с 
заме нами остатка Phe311 на остатки Ser, Asp, Asn и Tyr представлены 
на рис. 3а–Г. красным показаны остатки до введения замены, 
синим – после. Данные моделирования показали, что введение выше­
пере чис ленных замен, как и в случае мутагенеза остатка Phe290 
в SoyFDH, приводит к образованию новых водородных связей 
(табл. 1). В случае исходного фермента остаток Phe311 участвует в 
обра зо вании одной водородной связи между кислородом карбонила 
основ ной цепи и азотом гуанидиновой группы остатка Arg290. Эта 
связь сохраняется при замене Phe311 на остатки Ser и Tyr и исчезает 

Рис. 2. а. структура тройного комплекса [PseFDH–NAD+–N3
–] с выделенным 

остат ком Phe311 (структура PDB 2NAD). субъединицы фермента представлены 
голу бым и зеленым цветом, оранжевым цветом – молекула NAD+ и фиолетовым – 
азид­ион. 
 Б. Увеличенная картинка положения остатка Phe311 в PseFDH в комплексе 
с NAD+ и азид­ионом.
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Таблица 1. образование водородных связей с остатком 
в 311 положении PseFDH

Фермент
наличие водородной связи с остатками:

Arg290 Lys286 Gln313 Cys288 Tyr102

PseFDH дикого типа ٧ – – – –

PseFDH Phe311Ser ٧ ٧ ٧ – –

PseFDH Phe311Asn – – ٧ – ٧

PseFDH Phe311Asp ٧٧ – ٧ – –

PseFDH Phe311Tyr ٧ – ٧ ٧ –

Рис. 3 моделирование структуры мутантных PseFDH при замене остатка Phe311 
на остатки Asn (а), Asp (Б), Ser (В) и Tyr (Г).
 красным и синим цветом показаны положения остатков, а серым и зеле­
ным – ход основной цепи в исходной структуре и в мутантном ферменте, соот­
ветственно.
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в мутантной PseFDH Phe311Asn. В случае замены на остаток Asp 
коли чество водородных связей между этим остатком и Arg290 увели­
чивается до двух (рис. 3а, табл. 1). Введение всех четырех замен 
также приводит к образованию водородной связи между остатком в 
311 положении и остатком Gln313. В целом, в структуре мутантных 
PseFDH наблюдается на одну (замена на остаток Asn) или две (замены 
на остатки Ser, Asp и Tyr) водородные связи больше, чем в структуре 
исход ного бактериального фермента, однако в целом по сравнению 
с заме нами структурно­эквивалентного остатка Phe290 в SoyFDH 
[13] коли чество вновь образуемых связей в мутантных PseFDH SM4 
при замене остатка Phe311 меньше. Поэтому можно было ожидать, 
что коли чественно изменение свойств бактериального фермента в 
резуль тате мутагенеза будет меньше, чем в случае подобных замен 
в SoyFDH.
 В случае FDH из дрожжей C.boidinii в банке данных трехмерных 
структур ферментов PDB есть только структуры для двух мутантных 
форм апо­фермента (2FSS и 2J6I). Поэтому провести сравнение 
поло жений остатка Phe в холо­формах невозможно, однако поло­
же ние остатка Phe285 в апо­форме CboFDH (структура 2J6I, рис. 4) 
сви детель ствует об эквивалентом положении этого остатка по отно­
ше нию к остатку Phe311 в апо­форме PseFDH (на рис. не показано). 
Таким образом, можно полагать, что при образовании CboFDH 
трой ного комплекса с субстратами положение остатка Phe285 будет 

Рис. 4. Положение структурно­эквивалентного остатка Phe285 в апо­форме фор­
ми атдегидрогеназы из дрожжей C. boidinii (структура 2J6I).
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анало гичным положению остатков Phe290 и Phe311 в холо­формах 
SoyFDH и PseFDH соответственно.

ВлИЯнИе ЗаменЫ сТРУкТУРно­ЭкВИВаленТноГо 
осТаТка Phe на каТалИТИческИе сВойсТВа

Влияние замены остатка Phe290 на свойства SoyFDH было изучено в 
работах [12, 13], а данные по мутагенезу структурно­эквивалентного 
Phe285 в CboFDH – в работе [14]. Результаты влияния замены остатка 
Phe311 в PseFDH представлены в данной работе. кинетические 
пара метры мутантных PseFDH SM4, CboFDH и SoyFDH с заменами 
структурно­эквивалентного остатка Phe представлены в таблице 2. 
Видно, что наибольший эффект оказывали замены остатка Phe290 
в SoyFDH. Практически во всех случаях (за исключением замены 
Phe290Asn) увеличивалась каталитическая константа, причем в слу­
чае замены Phe290Asp величина kcat возросла в 1,76 раза. В слу чае 
CboFDH каталитическая константа возросла в 1,65 раза при замене 
Phe285Ser, однако в случае мутации Phe285Thr этот пара метр остался 
неиз менным [14]. В бактериальной PseFDH SM4 три замены привели 
к уменьшению каталитической константы и только у мутант ной 
PseFDH SM4 Phe311Tyr значение kcat осталось прежним по сравнению 
с исход ным ферментом. 
 В случае констант михаэлиса у бактериальной PseFDH замена 
остатка Phe311 на остатки Ser, Asn и Asp привела к заметному 
увеличению км как по NAD+, так и по формиату. В случае замены 
остатка Phe311 на остаток тирозина значение км по формиату в 
пределах ошибки эксперимента не изменилось, а км по NAD+ лишь 
немного ухудшилась. При замене остатка Phe285 в дрожжевой 
CboFDH [14] увеличение каталитической константы сопровождается 
силь ным увеличением Kм по коферменту. У мутантных SoyFDH с 
заме нами в 290­м положении наблюдается как увеличение, так и 
умень шение величин констант михаэлиса по формиату и NAD+, 
однако эти изменения не такие большие, как в случае бактериального 
и дрож жевого фермента.

ИсслеДоВанИе ТемПеРаТУРной сТаБИлЬносТИ 
По кИнеТИке ИнакТИВаЦИИ

 Термостабильность мутантных SoyFDH с заменами остатка Phe290 
была подробно изучена в широком диапазоне температур [12, 13]. 
оказалось, что все точечные замены обеспечивали положительный 
ста би лизирующий эффект, причем в случае мутаций Phe290Asp и 
Phe290Glu при температуре 54 ос эффект стабилизации составил 55 
и 61 раз соответственно [12, 13]. к сожалению, данные по влия нию 
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Таблица 2. кинетические параметры и относительная термо-
ста бильность исходных и мутантных формиат де гид рогеназ 

с заменами структурно-эквивалентного остатка Phe
(0,1 м натрий­фосфатный буфер, 0,01M ЭДТа, рн 7,0)

Фермент kcat, c­1 Kм
NAD+, 

мкм
Kм

HCOO­, 
мм

относитель­
ная термо­

стабильность*
FDH из бактерий Pseudomonas sp.101 [данная работа]

wt­PseFDH [1,2] 7,3 60 7,7 0,27
PseFDH GAV [2] 7,3 35 6,0 0,66
PseFDH SM4 7,3 41 3,2 1,00**
PseFDH SM4 Phe311Tyr 7,3 55 3,7 1,59
PseFDH SM4 Phe311Asn 5,5 168 19,2 0,49
PseFDH SM4 Phe311Ser 5,4 170 22,7 0,52
PseFDH SM4 Phe311Asp 4,0 230 29,8 2,42

FDH из сои Glycine max [12, 13]
wt-SoyFDH 2.9 13.3 1.5 1,00***
SoyFDH Phe290Ser 4,1 9,1 4,1 4,8
SoyFDH Phe290Asn 2,8 14,0 4,5 12,3
SoyFDH Phe290Asp 5,1 12,8 5,0 61
SoyFDH Phe290Ala 3,8 8,6 1,1 1,3
SoyFDH Phe290Tyr 3,5 10,9 0,9 1,4
SoyFDH Phe290Gln 3,5 11,7 1,2 5,1
SoyFDH Phe290Glu 4,7 13,7 2,9 55
SoyFDH Phe290Thr 4,0 14,3 1,3 5,0

FDH из дрожжей Candida boidinii [14]
wt­CboFDH 4,2 45 5,9 6,69
CboFDH Cys23Ser 3,7 44 6 1,00****
CboFDH Cys23Ser/Phe285Ser 6,1 73 14 1,00
CboFDH Cys23Ser/Phe285Tyr 3,7 н.д. н.д. 3,33

относительная термостабильность выражена как отношение констант ско рос­
тей инактивации исходного фермента и его мутанта (kin

исх/kin
мут). Величины более и 

менее 1 означают соответственно стабилизацию и дестабилизацию фер мента. Форма 
исходного фермента, относительно которого считалась термо ста бильность, выде лена 
полужирным шрифтом.

** Измерено при 64 ос.
*** Измерено при 54 ос.
****Для первых трех ферментов измерено при 50 ос. Для мутанта CboFDH Cys23Ser/

Phe285Tyr данные по кинетике инактивации отсутствуют. оценка эффекта ста би ли­
за ции выполнена на основе косвенных результатов. Под робнее см. [2].
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замен в 285 положении CboFDH на термостабильность крайне огра­
ни чены. Фактически было проведено сравнение величин остаточ­
ной активности через 30 мин после инкубации только при одной 
темпе ратуре [14], однако мономолекулярный механизм термо инак­
тивации [17] позволяет рассчитать константы скорости инакти ва ции 
и стаби ли зирующий эффект. Более подробно о методике сравнения 
ста бильности мутант ных CboFDH можно узнать в работе [2]. как 
уже отмечалось выше, замена Phe285Ser приводит к увеличению 
ката литической константы, но не стабилизирует фермент, а замена 
Phe285Tyr на ката литическую константу не влияет, но приводит к 
уве личению ста бильности в 3,3 раза [2, 14].
 Термостабильность мутантных PseFDH SM4 с заменами в 311 
поло жении изучали в диапазоне температур (62–72 ос), в котором 
термо инактивация фермента дикого типа и мутанта PseFDH GAV 
протекает необратимо по мономолекулярному механизму [2]. на 
рисунке 5 в полулогарифмических координатах представлены зави си­
мости остаточной активности от времени для исходной PseFDH SM4 и 
полученных на ее основе мутантов при 64 ос. Для наглядности оценки 
величины изменения стабильности за счет введенных замен также 
при ведены данные для PseFDH GAV, которая широко используется 
на практике. Из рис. 5 видно, что для всех мутантных PseFDH зави­
си мости остаточной активности от времени представляют собой 

Рис. 5 Зависимость остаточной активности мутантных PseFDH от времени в 
коор динатах ln(а/а0) – t. 64 oC,0,1 M натрий­фосфатный буфер, рн 7,0.
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простые экспоненты, которые хорошо линеаризуются в координатах 
ln(A/A0) – t. Из тангенса угла наклона прямых были определены вели­
чины константы скорости инактивации первого порядка kin. Также 
было показано, что изменение концентрации фермента в широком 
диапа зоне (0,1–2,5 мг/мл) не влияло на величину константы скорости 
инак тивации kin, т.е. инактивация исходной PseFDH SM4 и мутант ных 
форм на ее основе при повышенных температурах является истинно 
моно молекулярным процессом. Эти данные свидетельствуют, что при 
введении аминокислотных замен в 311 положении механизм термо­
инак тивации фермента не изменяется.
 Из таблицы 2 видно, что при 64 ос введение в 311 положение 
остат ков Ser и Asn приводит к дестабилизации фермента примерно 
в 2 раза, а замена на остатки Tyr и Asp улучшает термостабильность 
в 1,6 и 2,4 раза соответственно. Таким образом, было получено 2 
мутант ных фермента с повышенной термостабильностью.
 Истинно мономолекулярный характер процесса термоинактива­
ции мутантных PseFDH и исходного фермента во всем диапазоне 
исследованных температур позволил применить теорию активирован­
ного комплекса для анализа этого процесса. Уравнение теории активи­
ро ванного комплекса для зависимости константы скорости первого 
порядка от температуры можно представить в линейном виде:

        

 kB и h – это константы Больцмана и

Планка, соответственно, R – универ сальная газовая постоянная, а 
ΔH≠ и ΔS≠ активационные параметры.
 на рисунке 6 представлены зависимости наблюдаемой константы 
скорости термоинактивации от температуры для полученных мутант­
ных PseFDH в координатах ln(kin/T) – 1/T. Из рисунка видно, что в 
таких координатах эти зависимости представляют собой прямые 
т.е. они действительно могут быть описаны с помощью уравнения 
теории активированного комплекса. Из тангенса угла наклона прямых 
была рассчитана энтальпия активации ΔH≠, а из отсекаемого на оси 
ординат отрезка– энтропия ΔS≠  (табл. 3). В этой же таблице для 
срав нения приведены аналогичные параметры и для других фор­
миат дегидрогеназ.
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ИЗУченИе ТемПеРаТУРной сТаБИлЬносТИ с ПомоЩЬЮ Дск

Термостабильность мутантных SoyFDH и PseFDH SM4 с заменами 
структурно­эквивалентного остатка Phe была также изучена методом 
дифференциальной сканирующей калориметрии (Дск). Результаты 
для SoyFDH подробно рассмотрены в работах [12, 13]. кривые плав­
ления для исходного фермента PseFDH SM4 и его мутанта с заменой 
Phe311Tyr, а также для ряда других формиатдегидрогеназ приведены 
на рис 6. численные значения температуры плавления представлены 
в таблице 3. Полученные данные хорошо согласуются с данными по 
кине тике термоинактивации. В случае замен Phe311Asn и Phe311Ser 
ста бильность полученных мутантов по сравнению с исходной 
PseFDH SM4 уменьшается, а в случае замен Phe311Tyr и Phe311Asp – 
возрастает. В обоих случаях совпадает и порядок, в котором можно 
расположить полученные ферменты по их термостабильности 
PseFDH SM4 F311N < PseFDH SM4 F311S < PseFDH GAV < 
< PseFDH SM4 < PseFDH SM4 F311Y < PseFDH SM4 F311D.

Рис. 6. Зависимость констант скорости термоинактивации мутантных форм 
PseFDH от температуры в координатах ln(kin/T) – 1/T. 0,1 M натрий­фос фат ный 
буфер, рн 7,0.
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Таблица 3. Параметры процесса термоинактивации мутантных 
FDH и ферментов дикого типа из разных источников*

Фермент

кинетика термоинакти­
вации

Дифференциальная скани­
рующая калориметрия

DH≠,  
кДж/моль

DS≠,  
Дж/моль/к

Температура 
фазового 
перехода,  

Tm, ос

Показатель 
коопера­
тивности,  

Т1/2, 
ос

wt­PseFDH 570 ± 20 1390 ± 70 67,6 5,4

PseFDH GAV 590 ± 20 1420 ± 50 68,8 5,08

PseFDH SM4 580 ± 10 1400 ± 50 69,0 5,17

PseFDH SM4 F311S 580 ± 30 1280 ± 80 67,8 4,52

PseFDH SM4 F311N 530 ± 20 1250 ± 50 68,3 4,57

PseFDH SM4 F311Y 600 ± 40 1450 ± 80 69,7 4,70

PseFDH SM4 F311D 600 ± 20 1450 ± 60 70,3 3,92

wt­MorFDH [2,18] н.д.*** н.д. 63.4 6.4

wt­SoyFDH [12, 13] 370 830 57,0 7,1

SoyFDH F290A [13] 370 820 57.1 9.0

SoyFDH F290Y [13] 320 660 57.6 9.7

SoyFDH F290T [13] 470 1100 59.2 7.7

SoyFDH F290S [12] 440 1020 59.9 6.4

SoyFDH F290Q [13] 340 720 61.2 9.0

SoyFDH F290N [12] 450 1050 61.3 6.6

SoyFDH F290D [12] 520 1240 64.8 5.0

SoyFDH F290E [13] 480 1180 63.6 8.7

wt­AthFDH [2] 490 1200 64.9 5.9

wt­CboFDH [17] 500 1360 64,4 5.3

* 0,1 M натрий­фосфатный буфер, рн 7,0.
** wt­PseFDH, wt­MorFDH, wt­CboFDH и wt­AthFDH ­ рекомбинантные 

формиатдегидрогеназы дикого типа из бактерий Pseudomonas sp.101,  Moraxella 
sp.C­1, дрожжей Candida boidinii и растений Arabidopsis thaliana соответственно.

*** нет данных
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аналИЗ ВлИЯнИЯ Замен сТРУкТУРно­ЭкВИВаленТноГо 
осТаТка PHE на сВойсТВа ФоРмИаТДеГИДРоГенаЗ

Полученные данные свидетельствуют о важной роли структурно­
экви валентного остатка Phe в стабильности и катализе формиат де­
гид рогеназ из бактерий Pseudomonas sp.101 (Phe311), сои Glycine 
max (Phe290) и в ферменте из метилотрофных дрожжей Can dida 
boidinii (Phe285). однако результаты, полученные для мутант ных 
PseFDH, SoyFDH [12, 13] и CboFDH [14] с заменами соответст венно 
по остаткам Phe311, Phe290 и Phe285, сильно отличаются по нап­
рав ленности эффекта (повышение или снижение) и строго инди ви­
дуальны для каждого фермента.
 Каталитическая константа. сравнение значений kcat, в табл. 2 
однозначно свидетельствует, что величина эффекта увеличения ката­
литической константы за счет мутагенеза зависит от исходной актив­
ности фермента. В случае бактериальной PseFDH SM4, обладающей 
намного более высокой активностью по сравнению с ферментами из 
дрожжей и растений, ни одна из замен не приводит к увеличению 
ката литической константы (табл. 2). мутации Phe290Asn в SoyFDH и 
Phe285Tyr в CboFDH Cys23Ser также не влияют на величину kcat, но в 
случае мутантных SoyFDH с заменами Phe290Ser, SoyFDH Phe290Asp, 
Phe290Ala, Phe290Tyr, Phe290Gln, Phe290Glu и Phe290Thr значение 
каталитической константы по сравнению с исходной SoyFDH дикого 
типа возрастает от 20 до 76%, а в случае мутанта CboFDH Cys23Ser/
Phe285Ser – на 65% по сравнению с исходным мутантом CboFDH 
Cys23Ser. однако, при сравнении с CboFDH дикого типа величина 
дости гаемого эффекта за счет замены Phe285Ser меньше – 42%, и 
она одинакова, как и в случае мутации Phe290Ser в SoyFDH дикого 
типа (43%). Также отметим, что активность даже самого лучшего 
мутанта SoyFDH Phe290Asp ниже, чем у мутанта CboFDH Cys23Ser/
Phe285Ser.
 Константы Михаэлиса. Замена Phe311Tyr в PseFDH SM4 практи­
чески не влияет на величины км как по NAD+, так и по формиату 
(табл. 1). к сожалению, данные для мутанта CboFDH Cys23Ser/
Phe285Tyr в литературе отсутствуют. Замена Phe285Ser в дрожжевом 
фер менте и замены Phe311 на Ser, Asn и Asp в PseFDH SM4 приво дят 
к многократному увеличению констант михаэлиса по обоим суб стра­
там. особенно сильно этот эффект проявляется на бакте риальном 
ферменте. Иная картина наблюдается для мутантов SoyFDH (табл. 2). 
км по формиату как возрастает от 2 до 3,3 раз (4 замены из восьми – 
Phe290Asp , Phe290Ser, Phe290Asn, Phe290Glu), так и уменьшается в 
1,4 раза (замена Phe290Tyr). В случае NAD+ величина км в пределах 
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ошибки эксперимента или не изменяется (Phe290Glu, Phe290Asn, 
Phe290Gln, Phe290Glu, Phe290Thr и Phe290Asp) или даже улучшается 
(замены Phe290Ser и особенно Phe290Ala).
 Структурные аспекты изменения кинетических параметров. 
Разл ич ные эффекты на кинетические параметры бактериальной и рас­
тительной формиатдегидрогеназ хорошо согласуются с резуль та тами 
моделирования структур мутантных ферментов. как уже отме чалось 
выше, в результате всех изученных замен проис хо дит образование 
новой водородной связи между введенным остат ком и остатком 
Gln313 (табл. 1). Этот остаток не является ката ли тическим, однако 
он имеет очень плотный контакт с остатком His332, участвующим в 
связы вании формиат­иона в активном центре фермента [15, 16]. как 
видно из рис. 3а­Г, образование водо родной связи с Gln313 приводит 
к изменению его конформации. Такое изменение в первую очередь 
должно оказывать влияние на связывание формиата в активном центре 
и, как следствие, к изме нению каталитических свойств. В то же время 
результаты моде лирования структуры мутантных SoyFDH, выпол­
ненных на основе кристаллической структуры тройного комплекса 
[SoyFDH–NAD+–N3–] [12, 13], показали, что положение остатка 
Gln292 (экви ва лентен остатку Gln313 в PseFDH) при введении замен 
практи чески не меняется, причем за исключением замены Phe290Ala 
во всех остальных семи случаях при введении замен образуется 
допол нительно от 2 до 4 новых водородных связей и одна из этих 
свя зей обязательно с остатком Gln292. Таким образом, увеличение 
зна че ний км по формиату в растительном ферменте не связано с 
кон фор мационными изменениями в формиат­связывающем участке 
актив ного центра. По­видимому, этот эффект связан с изменением 
микро диэлектрической проницаемости в активном центре за счет 
замены гидрофобного остатка Phe на более полярные остатки. То же 
самое должно быть справедливо и для бактериальной и дрожжевой 
фор миатдегидрогеназ. В случае PseFDH SM4 и SoyFDH наибольшее 
уве ли чение км по формиату происходит при введении отрицательно 
заря женного остатка Asp, а при введении в PseFDH SM4 наименее 
поляр ного из изученных остатков Tyr эффект самый низкий. остатки 
с про межуточной полярностью – Ser и Asn, дают промежуточный 
эффект.
 Увеличение каталитической константы в случае растительной 
и дрожжевой формиатдегидрогеназ и отсутствие такого эффекта у 
бакте риального фермента, по­видимому, связаны с различиями в 
каталитическом и кинетическом механизмах этих ферментов. PseFDH 
имеет неупорядоченный квазиравновесный кинетический механизм 
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[19, 20]. Данные предстационарной кинетики и эксперименты по 
определению величины первичного дейтериевого кинетического 
изотопного эффекта ( HVmax/

DVmax 3,0 и H(Vmax/КМ)/ D(Vmax/КМ) 2,5) при 
раз лич ных рн свидетельствуют, что лимитирующей стадией в кине­
ти чес ком механизме PseFDH является перенос гидрид­иона в тройном 
комп лексе [20], в то время как для дрожжевых и растительных 
ферментов характерно упорядоченное связывание субстрата [21, 
22]. Значения первичного дейтериевого кинетического изотопного 
эффекта для максимальной скорости реакции HVmax /

DVmax в случае 
FDH из дрожжей C. boidinii – 2,13 [22], и C. methylica – 2,10 [23], 
зна чи тельно ниже, чем в случае PseFDH (3,0) [20]. В случае FDH из 
C. boidinii отношение H(Vmax/КМ) / D(Vmax/КМ) в пределах ошибки экспе­
ри мента (2,27) совпадает с величиной для отношения HVmax/

DVmax [22], 
в то время как в случае PseFDH величина H(Vmax/КМ)/D(Vmax/КМ) досто­
верно меньше (2,20) [20]. Это свидетельствует о том, что у PseFDH 
величина эффективной каталитической константы может зависеть и 
от стадии связывания формиата (или от скорости диссо циации про­
дукта CO2). несколько иной характер связывания формиат­иона в 
актив ном центре бактериальных и дрожжевых формиат дегидрогеназ 
приво дит к тому, что PseFDH не способна катализировать окисление 
бли жайшего структурного аналога тиоформиата, в то время как 
фермент из метилотрофных дрожжей Hansenula polymorpha (Oga­
taea parapolymorpha) такую реакцию катализирует [2, 24]. По­види­
мому, небольшое ухудшение связывания в активном центре фор­
миат­иона и продукта его окисления углекислого газа при замене 
гидро фобного остатка Phe на полярные Ser и Asp как раз связано 
с увеличением скорости их диссоциации из активного центра, в 
результате чего возрастет и максимальная скорость реакции. Тем не 
менее, бактериальные формиатдегидрогеназы являются более совер­
шенными с точки зрения катализа ферментами, чем их аналоги из 
дрожжей и растений, поскольку даже в самом лучшем случае (замена 
Phe285Ser в CboFDH) величина каталитической константы 6,1 с–1 [17] 
все равно меньше таковой для бактериального фермента дикого типа 
(7,3 с–1) [2].
 Данные по температурной стабильности формиатдегидрогеназ 
из различных источников с заменами остатка Phe также следуют 
правилу – чем менее совершенен фермент, тем выше эффект. 
SoyFDH является одним из наименее стабильным ферментом среди 
известных формиатдегидрогеназ (рис. 6). По этому параметру ей 
усту пает только фермент из пекарских дрожжей [18, 25]. Поэтому 
не удивительно, что самый высокий эффект стабилизации – в 61 раз, 
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наблюдался в случае мутанта SoyFDH Phe290Asp (табл. 2), причем 
эта единичная замена позволила сравняться с другой растительной 
формиатдегидрогеназой из A. thaliana, которая по термостабильности 
уступает только PseFDH (рис. 7). В случае такой замены в PseFDH 
SM4 эффект существенно меньше – в 2,4 раза, однако по сравнению 
с ферментом дикого типа этот параметр намного выше – в 9 раз. если 
учесть, что PseFDH является наиболее стабильной среди изученных 
фор миатдегидрогеназ, то такой результат следует признать также 
очень успешным.
 Полученные данные свидетельствуют, что введение замен в 
Phe311 в PseFDH и в Phe290 в SoyFDH по­разному влияет на зависи­
мость константы скорости инактивации мутантных ферментов от 
темпе ратуры. В случае замен в PseFDH SM4 все прямые зависимости 
константы скорости инактивации в линеаризованной форме уравнения 
активированного комплекса имеют одинаковый наклон. Это означает, 
что для исходной PseFDH SM4 и полученных мутантов энтальпия 
акти вации в пределах ошибки эксперимента одинакова (табл. 3) 
и изменение термостабильности обусловлено только изменением 
энтро пии активации. Эти результаты кардинально отличаются от 
данных для мутантных SoyFDH (табл. 3) [12, 13]. В случае SoyFDH 
для мутантов с заменами в 290­м положении величины энтальпии и 
энтро пии активации для процесса термоденатурации могут быть как 
меньше (замены Phe290Tyr и Phe290Gln), так и больше, чем у фермента 
дикого типа. В случае замены Phe290Ala, когда не образуются допол­
нительные водородные связи, активационные параметры для этого 
мутанта и фермента дикого типа одинаковы. однако, независимо от 
характера изменения активационных параметров, во всех случаях 
полученные мутанты более стабильны, чем исходный фермент. При 
этом у ряда мутантов SoyFDH каталитические параметры также 
лучше, чем у исходного фермента. Разная величина энтальпии акти­
вации у SoyFDH дикого типа и ее мутантов с заменами в 290­м поло­
жении приводит к тому, что при большем значении DH≠, вели чина 
ста билизирующего эффекта при понижении температуры увели чи­
вается, а при меньшем значении DH≠, чем у фермента дикого типа, 
раз ница в стабильности исчезает и более того, при температурах 
ниже 45 ос мутанты SoyFDH Phe290Tyr и SoyFDH Phe290Gln имеют 
более низкую стабильность, чем исходный фермент. Только в случае 
мутанта SoyFDH Phe290Ala, имеющего такое же значениеDH≠ , что 
и нативный фермент, величина эффекта стабилизации не зависит от 
температуры.
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 одна и та же замена по­разному влияет на стабильность формиат­
дегидрогеназ. В случае ФДГ из дрожжей C. boidinii замена Phe285Ser 
улучшает каталитическую константу с ухудшением констант михаэ­
лиса по обоим субстратам и никак не влияет на термо стабильность, в 
то время как в бактериальной ФДГ в результате такой замены термо­
ста бильность падает почти в два раза. Замена Phe285Tyr в CboFDH 
не влияет на каталитическую константу, но приводит к стабилизации 
в 3,3 раза (табл. 2) В то же время в PseFDH такая замена приводит к 
меньшей стабилизации (всего в 1,5 раза). В случае фермента из сои 
при замене Phe290Ser происходит улучшение большинства пара­
метров – увеличивается каталитическая константа, уменьшается км 
по коферменту и термостабильность становится выше в 4,8 раза. 
отдельно также стоит отметить замену Phe/Asp. Эта замена приво­
дит к повышению стабильности как бактериальной PseFDH, так и 
рас ти тельной SoyFDH и в то же время наблюдается совершенно 
противоположный эффект на значения каталитической константы и 
км по коферменту.

Рис. 7. кривые плавления, полученные методом Дск, для формиатдегидрогеназ 
дикого типа из сои (wt­SoyFDH), растений Arabidopsis thaliana (wt­AthFDH), 
дрож жей C. boidinii (wt­CboFDH), бактерий Moraxella sp.C1 (wt­MorFDH) и 
Pseudo monas sp.101 (wt­PseFDH) и мутантных PseFDH SM4 и PseFDH SM4 
F311Y. 0,1 м натрий­фосфатный буфер, рн 7,0. скорость нагрева 1 град/мин.
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VII. заклЮчение
 Таким образом, анализ результатов по мутагенезу структурно­
экви валентного остатка Phe в формиатдегидрогеназах из трех типов 
источ ников – бактерий, дрожжей и растений, свидетельствует о 
важной роли этого остатка как в катализе, так и стабильности. Для 
SoyFDH все восемь аминокислотных замен привели к получению 
мутан тов с повышенной термостабильностью, причем в двух 
случаях величина стабилизирующего эффекта является аномально 
высо кой, по сравнению с обычными эффектами, наблюдаемыми при 
точечных заменах. При объединении с двумя другими положи тель­
ными заменами [26] были получены тройные мутанты, лучший из 
которых практически не уступал по стабильности PseFDH дикого 
типа [27]. Для семи мутантов SoyFDH в 290­м положении уве ли­
чилась каталитическая константа. наиболее перспективным для 
биотехнологии следует признать мутанты SoyFDH с заме нами 
Phe290Asp и Phe290Glu. В случае дрожжевого фермента прак­
тический интерес представляет только замена Phe285Tyr, обес­
печивающая увеличение термостабильности. При замене Phe285Ser 
увеличение каталитической константы в 1,65 раза ниве ли руется 
почти двукратным ухудшением км по коферменту. В резуль тате 
ката литическая эффективность не возросла, а кон центра ция NAD+ 
в системе регенерации NADH должна быть увеличена также в два 
раза. В случае PseFDH помощью одной аминокислотной замены 
были полу чены два мутантных фермента, обладающих более высокой 
термо ста бильностью, чем исходный мутант PseFDH SM4. При этом, 
для фермента, содержащего замену Phe311Tyr, не произошло сущест­
вен ного изменения каталитических свойств. сравнение влияния 
замены остатка Phe на свойства формиатдегидрогеназ из бактерий, 
дрож жей и растений свидетельствуют, что структура фер мента 
играет очень важную роль при введении одних и тех же амино кис­
лот ных замен в структурно­эквивалентных положениях в разных 
фор миатдегидрогеназах.
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