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I. ВВЕДЕНИЕ
Среди органических кофакторов производное пиридина, пиридоксаль 
5'-фосфат (PLP), отличается исключительной полифункциональ­
ностью; по разнообразию функций в клеточных процессах в роли 
кофактора его превосходят, возможно, ион цинка [1] и, очевидно, нук­
леотиды и полинуклеотиды в своей роли переносчиков химической 
энергии, аллостерических эффекторов, структурных компонентов 
ферментов и функциональных матриц рибонуклеопротеидных комп­
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лексов [2, 3]. PLP-зависимые ферменты в клетке связывают угле­
родный, липидный и азотный метаболизмы через синтез ацил‑CoA, 
переаминирование ацил-CoA производных и синтез аминокислот 
и биогенных аминов с образованием α-кетоглутарата и пирувата в 
качестве второго продукта [2]. PLP-зависимые ферменты выпол­
няют около 160 каталитических функций [4], в прокариотах они 
задействованы в 4% всех каталитических клеточных процессов, а 
гены, кодирующие PLP –зависимые ферменты, составляют в геноме 
1.5% [5].
	 В структурах охарактеризованных на сегодня PLP-зависимых 
ферментов выделяют семь типов (I–VII) трехмерной укладки белка, 
которые предположительно соответствуют пяти эволюционным 
линиям PLP-ферментов [4, 6, 7]. Независимо от типа укладки PLP-за­
висимые ферменты – это альфа-/бета-глобулярные белки с функцио­
нальной группой лизина в активном центре, который в холо-фер­
менте ковалентно связан с PLP. Ферменты разных типов укладки 
различаются пространственной организацией белковой глобулы 
и активного центра, ориентацией кофактора в активном центре и 
способом его координации. Кроме этого, PLP-ферменты разных 
типов укладки и, что важно, ферменты разных классов с одним типом 
укладки отличаются составом и расположением аминокислотных 
остатков, формирующих субстрат-связывающий сайт, и взаимным 
расположением ассиметричной молекулы кофактора и субстрата, что 
определяет специфичность катализируемой реакции и субстратную 
специфичность PLP-фермента. Таким образом, с одной стороны, все 
разнообразие функций реализуется в ограниченном наборе третичных 
структур – через семь типов укладки, с другой стороны, разнообразие 
функциональных групп, задействованных в катализе и связывании 
субстрата и кофактора, обеспечивает специфичность и многообразие 
функций PLP-ферментов. Другими словами, PLP-зависимые фер­
менты являются ярким примером дивергентной эволюции на моле­
кулярном уровне.
	 Из PLP-зависимых ферментов наиболее широко во всех организ­
мах представлены ферменты метаболизма азота. Такие ферменты 
катализируют самые разные превращения соединений с первичной 
аминогруппой, как-то: перенос аминогруппы аминокислот и аминов, 
рацемизацию аминокислот, бета-, гамма-присоединение/элими­
нирование, декарбоксилирование и отщепление боковой группы 
аминокислот [5, 8–10]. Специфичность к аминогруппе есть результат 
способности PLP ковалентно присоединять первичную аминогруппу 
субстрата с образованием основания Шиффа и, далее, как электро­



Трансаминазы разветвленных аминокислот 35

фильному катализатору, стабилизировать карбоанионы – ключевые 
интермедиаты перечисленных выше каталитических процессов 
[9, 10]. Специфичность катализируемой реакции определяется 
комбинацией функциональных групп аминокислотных остатков в 
активном центре PLP-ферментов. Для детального понимания тонкой 
регуляции реакционной специфичности PLP-ферментов рекомендуем 
ознакомиться с обзором Toney [10].
	 Трансаминазы (TА; аминотрансферазы; EC 2.6.1.) катализируют 
обратимый стереоселективный перенос аминогруппы с аминосуб­
страта на кетон/кетокислоту/альдегид с с образованием хирального 
амина/аминокислоты и нового кетосоединения [10–15]. Во всех 
организмах трансаминазы являются ключевыми ферментами мета­
болизма аминокислот. По типу трехмерной укладки трансаминазы 
относятся к I или IV типам PLP-ферментов. Трансаминазы I типа 
укладки, называемые также трансаминазами суперсемейства аспар­
татаминотрансфераз (aspartate aminotransferase superfamily), [7, 16] 
наиболее многочисленны и разнообразны по субстратной специ­
фичности. Некоторые из них применяются в настоящее время в 
синтезе оптически активных аминов и неприродных аминокислот, 
для стереоселективного аминирования органических соединений 
[16, 17]. Трансаминазы IV типа укладки или суперсемейство D-ала­
нинтрансаминаз (D-alanine transaminase superfamily) исследованы 
меньше и представлены тремя разными по свойствам семействами: 
трансаминазами D-аминокислот, трансаминазами разветвлен­
ных аминокислот и (R)-амин-трансаминазами. Настоящий обзор 
включает анализ литературы по свойствам и строению трансаминаз 
разветвленных аминокислот (branched-chain aminotransferases 
(BCATs); EC 2.6.2.42) из архей и бактерий. Предыдущий обзор по 
ВСАТ [18] посвящен в основном свойствам двух ВСАТ из человека – 
митохондриальной и цитоплазматической, сведения о бактериальных 
ВСАТ даются только в контексте сравнения. 
	 Разветвленные аминокислоты (branched-chain amino acids 
(BCAA)) – это L-лейцин, L-изолейцин и L-валин, природные гидро­
фобные a-аминокислоты с алифатичеcкой разветвленной боковой 
группой. Гидрофобные свойства ВСАА определяют их важней­
шую роль в сворачивании и формировании белковой глобулы, в 
поддержании нативного состояния белка, а также в образовании 
ряда характерных структурных мотивов, в том числе суперспира­
лей и лейциновых молний [19, 20]. Для биосинтеза валина и изо­
лейцина в бактериях и археях, начиная с пирувата или пирувата и 
2-оксобутирата, необходимы четыре фермента. Лейцин образуется 
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из 2-кетоизовалерата – промежуточного соединения биосинтеза 
валина [20–22]. Финальную стадию синтеза каждой ВСАА и первую 
стадию катаболизма ВСАА в клетке катализирует один фермент – 
ВСАТ. Обратимое стереоселективное деаминирование L-лейцина, 
L-изолейцина, L-валина протекает с образованием соответствующей 
a-кетокислоты, акцептором аминогруппы, как и в большинстве реак­
ций трансаминирования в клетке, является a-кетоглутарат (2-оксо­
глутарат), реже пируват:
	 L-лейцин + a-кетоглутарат ó 4-метил-2-оксовалерат + L-глу­
таминовая кислота,
	 L-изолейцин + a-кетоглутарат ó 3-метил-2-оксовалерат + L-глу­
таминовая кислота,
	 L-валин + a-кетоглутарат ó 2-оксоизовалерат + L-глутаминовая 
кислота.
	 Кетопроизводные BCAA далее декарбоксилируются с последую­
щим включением продуктов реакции в цикл трикарбоновых кислот. 
Образующаяся в процессе деаминирования L-глутаминовая кислота 
включается в другие метаболические процессы, что обеспечивает 
транспорт азота в клетке [2]. Биосинтез и катаболизм ВСАА реали­
зуются в бактериях, археях, дрожжах и низших эукариотах. В высших 
эукариотах ВСАТ выполняют только катаболическую функцию, 
поэтому бактериальные ВСАТ и биосинтез ВСАА в целом являются 
потенциальной мишенью для разработки антибактериальных препа­
ратов [9, 18, 23–25].
	 В настоящем обзоре будут:
– рассмотрены биохимические свойства бактериальных и архейных 

ВСАТ;
–  проанализированы особенности реакции трансаминирования, 

катализируемой ВСАТ, по которым они выделены в отдельное 
семейство внутри суперсемейства D-аланинтрансаминаз;

– проанализированы известные на сегодня структуры бактериальных 
и архейных ВСАТ с целью выявления характерных особен­
ностей, определяющих реакционную и субстратную специ­
фичность ВСАТ;

–  проанализированы характеристические мотивы последователь­
ностей ВСАТ, которые определяют их субстратную специ­
фичность и специфичность катализируемой реакции;

– приведены имеющиеся на сегодня сведения о роли ВСАТ в метабо­
лизме аминокислот у бактерий и архей и разработки в области 
биотехнологического применения ВСАТ.
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II. МЕХАНИЗМ КАТАЛИЗА ТРАНСАМИНАЗАМИ. 
ОСОБЕННОСТИ ТРАНСАМИНИРОВАНИЯ, 

КАТАЛИЗИРУЕМОГО ВСАТ

BCAT В КЛАССИФИКАЦИИ ТРАНСАМИНАЗ

Принятая на сегодня классификация трансаминаз составлена по мно­
жественному выравниванию последовательностей в Базе Данных 
Семейств Белковых Доменов PFAM [26], и объединяет, ориентируясь 
на субстратную специфичность, трансаминазы в классы и подклассы 
(семейства) по паре реагирующих субстратов: донору аминогруп­
пы  /  акцептору аминогруппы (механизм трансаминирования см. 
ниже). Имеются шесть основных классов трансаминаз (табл. 1). Все 
трансаминазы классов I, II, III, V и VI относятся к PLP-ферментам I 
типа укладки и катализируют перенос только (S)-аминогруппы L-ами­
нокислот и (S)-аминов. Характерные представители классов, обра­
зующие семейства, приведены в таблице 1. Кроме трансаминаз, по 
результатам структурного выравнивания в основные классы попадают 
некоторые PLP-зависимые лиазы, синтазы, рацемазы, мутазы и т.д., 
которые составляют отдельные семейства. Более детальный анализ 
классификации ТА и характеристика трансаминаз I типа укладки 
приведены в обзорах [3, 16]. Трансаминазы IV типа укладки составили 
один отдельный IV класс, в котором выделены четыре семейства: (1) 
трансаминазы D-аминокислот, (2) BCAT, (3) (R)-амин-трансаминазы, 
катализирующие синтез и деаминирование (R)-первичных аминов и (4) 
4-амино-4-деоксихоризмат лиазы. Лиазы не участвуют в метаболизме 
азота в клетке, а катализируют отщепление пирувата от 4-амино-
4-деоксихоризмата с образованием р-аминобензоата в биосинтезе 
салициловой кислоты [27, 28]. Таким образом, трансаминазы IV типа 
укладки могут катализировать стереоселективное превращение как 
(S)-аминосубстратов (разветвленных L-аминокислот), так и (R)‑ами­
носубстратов (D-аминокислот и (R)-первичных аминов).
	 Хотя в большинстве реакций трансаминирования реализуется 
перенос a-аминогруппы аминокислоты, некоторые трансаминазы 
активны в отношении b-, g-, ɛ-аминогрупп аминокислот и аминогрупп 
первичных аминов, у которых отсутствует СООН-группа, поэтому 
функционально значимое деление трансаминаз проведено и по 
удаленности аминогруппы от COOH-группы субстрата. По этому 
признаку трансаминазы делятся на a-, b- g- и ω-трансаминазы. 
ВСАТ относятся к a-трансаминазам. Отметим, что в современной 
биотехнологии ω-трансаминазы, активные с (S)- и (R)-первичными 
аминами, рассматриваются как перспективные биокатализаторы 
стереоселективного аминирования кетонов и кетогрупп в органи­
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Таблица 1. Классификация трансаминаз

Тип 
уклад­

ки
ТА 

класс
Номер 

ЕС ТА Амино 
донор

Амино 
акцеп­

тор
α/ώ – 

TA
код в 
PDB

I I

2.6.1.Х аспартат ТА L-Asp α-КГ α
α

1TOI

ароматическая ТА L-Phe пируват α 4WD2
4.4.1.14 1-аминоциклопро­

пан-1-карбоксилат 
синтаза**

1IAX

I II

2.3.1.29 глицинацетилтранс­
фераза

ацетил-СоА Gly α 1FC4

2.6.1.9 гистидинолфосфат ТА гистидинол­
фосфат

α-КГ –

I III

2.6.1.Х ацетилорнитин ТА L-ацетил­
орнитин

α-КГ α 2ORD

γ-аминобутират ТА γ-амино­
бутират

α-КГ g 3HMU

β-аланин:пируват ТА β-аланин пируват β 3A8U
(S)-амин-ТА (S)-амин пируват ώ 3I5T

4.1.1.64 2,2-диалкилглицин 
декарбоксилаза**

2,2-диалкил­
глицин

пируват 1D7V

4.2.3.2 о-фосфоэтаноламин 
фосфолиаза**

о-фосфоэта­
ноламин

–

5.1.1.21 изолейцин-2-эпиме­
раза**

L-Ile 3Q8N

IV IV

2.6.1.21 ТА D-аминокислот D-Ala α-КГ α 1DAA
2.6.1.42 BCAT L-Ile, L-Leu, 

L-Val
α-КГ α 1I1K

2.6.1.X (R)-амин-ТА (R)-амин пируват ώ 4CE5
4.1.3.38 4-амино-4-деок­

сихоризмат лиаза**
4-амино-
4-деокси­
хоризмат

– 1I2K

I V
2.6.1.44 фосфосерин ТА L-фосфо­

серин
α-КГ α 3FFR

2.6.1.52 аланин:глиоксилат ТА L-Ser α-КГ α 1VJO

I VI

2.6.1.50 сцилло-инозитол ТА 1-дегидро-
сцилло-
инозитол

Gln α –

2.6.1.87 ТА UDP-4-ами­
но-4-деокси-β-L-
арабиноза

UDP-4-ами­
но-4-деокси-
β-L‑араби­
ноза

α-КГ α 1MDO

*α-КГ – a-кетоглутарат
** – не трансаминазы
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ческих соединениях и кинетического разделения рацематов. По 
применению трансаминаз советуем почитать обзоры [16, 29–31]. 

МЕХАНИЗМ КАТАЛИЗА ТРАНСАМИНАЗАМИ
Формально реакция, катализируемая любой трансаминазой, – это 
окислительное деаминирование субстрата-донора с последующим 
восстановительным аминированием субстрата‑акцептора амино­
группы. Трансаминирование протекает по механизму «пинг–понг». 
Механизм трансаминирования был установлен для аспартатамино­
трансферазы (AAT) из E.coli [32–36]. Обнаружение ключевых 
интермедиатов процесса в реакциях, катализируемых разными 
трансаминазами, в том числе и ВСАТ, позволило сделать вывод 
об универсальности установленного механизма [9, 10, 37] (рис. 1). 
Полная реакция есть сумма двух последовательных полуреакций. 
В исходной холо-форме трансаминазы PLP ковалентно связан с 
ε-аминогруппой лизина, образуя основание Шиффа, так называемый 

Рис. 1. Схема механизма трансаминирования с указанием максимумов поглоще­
ния промежуточных соединений.
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внутренний альдимин (internal aldimine). Такая форма кофактора 
более реакционноспособна, чем исходный несвязанный PLP, потому 
что протонированный имин более электрофилен, чем альдегид 
(R2C = NH2

+ >> R2C = O) в последующей реакции нуклеофильного 
замещения. Первым из субстратов в реакцию вступает аминокислота 
(амин), с образованием внешнего альдимина (external aldimine) 
по механизму нуклеофильного замещения ɛ-аминогруппы лизина 
a-аминогруппой субстрата у С4' атома кофактора. На следующей 
стадии происходит стереоспецифичный 1,3-перенос протона, ката­
лизируемый ɛ-аминогруппой лизина по механизму общеосновного 
катализа. Кинетическими изотопными эффектами установлено, что 
эта стадия является лимитирующей скорость [35]. 1,3-перенос про­
тона происходит в два этапа: начинается с отщепления a-протона 
внешнего альдимина с образованием карбоаниона, одна из резонанс­
ных форм которого называется «хиноидный интермедиат» [10, 37], 
и, затем, протон с ɛ-аминогруппы лизина переносится на С4' атом 
кофактора с образованием кетимина. Существование хиноидного 
интермедиада показано спектрофотометрически для разных транс­
аминаз, накопление его происходит, например, вследствие введе­
ния направленных мутаций в активной центр фермента [37] или 
в реакции с «медленными» субстратами [38]. Изотопными эффек­
тами также показано, что к С4' атому углерода кофактора необя­
зательно присоединяется отщепленный a-протон; наблюдается 
произвольное присоединение любого из четырех протонов ɛ-ами­
ногруппы каталитического лизина [39]. Далее молекула воды при­
соединяется к кетимину по двойной С= N связи при общеосновном 
катализе ɛ-аминогруппой лизина с образованием карбиноламина и 
последующим высвобождением кетокислоты и кофактора в форме 
пиридоксамин 5'-фосфата (PMP-форма пиридоксаль 5'-фосфата). 
Вторая полуреакция протекает в обратном порядке строго через те 
же промежуточные соединения с образованием новой аминокислоты 
и регенерацией кофактора в исходную PLP-форму. Каждая стадия 
процесса стереоспецифична и обратима, поэтому трансаминирование 
сопровождается ингибированием как субстратами, так и продуктами, 
и для увеличения глубины превращения применяется вывод продуктов 
из реакции.
	 Промежуточные соединения, PLP- и PMP-формы кофактора 
имеют разные максимумы спектров поглощения, поэтому возможно 
наблюдать протекание полуреакции, точнее один полуоборот фер­
мента спектрофотометрически (рис. 2). Поскольку смена максимумов 
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происходит на стадии 1,3-переноса протона, то методами «быстрой 
кинетики» можно оценить скорость 1,3-переноса для разных суб­
стратов. Однако 1,3-перенос протона не всегда является стадией, 
лимитирующей скорость: в ряде исследований трансаминаз I класса 
из разных организмов есть указания на лимитирующий гидролиз 
кетимина или лимитирование всего процесса частично несколькими 
стадиями [32, 40, 41].

ОСОБЕННОСТИ ТРАНСАМИНИРОВАНИЯ,  
КАТАЛИЗИРУЕМОГО ВСАТ

Механизм катализа ВСАТ детально не изучался. Кинетическим ана­
лизом был подтвержден механизм «пинг–понг» [22, 42, 43]. Cчитается, 
что трансаминирование ВСАТ протекает через те же промежуточные 
стадии, что и трансаминирование детально изученной ААТ из E.coli 
[44]. Однако недавно появилось предположение, что в полуреакции 
ВСАТ из Mycobacterium tuberculosis 1,3-перенос протона происходит 

Рис. 2. Спектр PLP- формы (красный) и PMP-формы (черный) BCAT из T. uzo­
niensis. Воспроизведен с модификациями по [79].
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не последовательно в две стадии, а согласованно без образования 
хиноидного интермедиата. Это предположение было сделано на 
основе анализа влияния изотопного эффекта растворителя на 
кинетический изотопный эффект в полуреакциях [22].
	 Отметим ключевые особенности механизма катализа ВСАТ:
	 (1) Трансаминирование – двухсубстратный процесс, оба субстрата 
связываются последовательно в одном субстрат-связывающем сайте. 
Для большинства трансаминаз субстраты различаются по гидрофоб­
ности и заряду (табл. 1). Поэтому в активном центре реализуется прин­
цип двойного субстратного узнавания, механизм которого разный для 
разных классов и даже подклассов трансаминаз. Двойное субстратное 
узнавание у ВСАТ реализуется по механизму «ключ–замок», детали 
которого будут рассмотрены в главе IV.
	 (2) Трансаминирование – стереоселективный процесс: L-амино­
кислота деаминируется, новая L-аминокислота образуется [10]. В 
(S)-селективных трансаминазах I типа укладки перенос протона 
происходит на si-стороне кофактора, в трансаминазах IV класса 
(IV тип укладки), в том числе в ВСАТ, кофактор повернут другой 
стороной к функциональной группе лизина и перенос протона 
происходит на re‑стороне кофактора [45] (рис. 3). Таким образом, 
ВСАТ – единственные из трансаминаз, отличаются специфичностью 
к L-аминокислотам при re-специфичности переноса протона. Кроме 
того, среди трансаминаз IV типа укладки BCAT – единственные, 
которые характеризуется (S)-селективностью.
	 Катализируемое ВСАТ трансаминирование не сопровождается 
побочными процессами декарбоксилирования или рацемизации, 
которые также протекают через образование карбоанионов (рис. 1). 
Принцип, по которому в активном центре один процесс оказывается 
предпочтительнее другого, был впервые сформулирован Дунатаном 
[46]. Согласно гипотезе Дунатана предпочтительнее разрыв той связи 
Сa субстрата, которая перпендикулярна плоскости пиридинового 
кольца кофактора. Такая геометрия приводит к наиболее эффективной 
резонансной стабилизации ρ-орбитали карбоаниона, образующегося в 
результате разрыва любой из трех связей Сα [46]. Кроме того, согласно 
структурным данным N1 атом пиридинового кольца PLP в холо-форме 
ВСАТ протонирован. Это повышает электрофильность пиридинового 
кольца и, следовательно, усиливает стабилизацию карбоаниона [10]. У 
PLP-зависимых рацемаз в холо-форме N1 атом PLP депротонирован, 
что предположительно приводит к снижению стабилизации карбо­
аниона и повышению эффективности рацемизации [44, 47]. Структур­
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ные данные также показали у ВСАТ наличие водородной связи между 
атомами N4 иминогруппы альдимина и O3' кофактора. Эта водородная 
связь стабилизирует плоскую геометрию внешнего альдимина, что 
усиливает резонансную стабилизацию карбоаниона и способствует 
поляризации связи Сα–Н во внешнем альдимине [9, 10, 44, 45]. 

Рис. 3. Положение PLP в ВСАТ. Модель внутреннего альдимина ВСАТ из T. uzo­
niensis (PDB ID: 5CE8); si-сторона кофактора обращена ко входу в субстратный 
канал.
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III. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА  
И СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ  

БАКТЕРИАЛЬНЫХ И АРХЕЙНЫХ ВСАТ

ВСАТ ИЗ БАКТЕРИЙ

У бактерий трансаминирование ВСАА было открыто в 1953 г [48, 
49]. Общая ВСАТ активность сначала была описана в клеточном 
экстракте E. coli и приписана трем трансаминазам A, B и C [48, 50, 
51]. Позже трансаминаза А оказалась смесью двух трансаминаз: 
AAT и ароматической аминотрансферазы. Трансаминаза С оказалась 
уникальным ферментом аланин-валинтрансаминазой, продуктом 
экспрессии avtA гена [52], которая не относится к PLP-зависимому 
IV классу трансаминаз. Трансаминаза B, первая бактериальная ВСАТ, 
продукт экспрессии ilvE гена, катализировала деаминирование ВСАА 
и L-глутаминовой кислоты. Позднее, гены, кодирующие BCAT у бак­
терий, получили универсальное название ilv-генов [53, 54]. Анализ 
доступных на сегодня бактериальных геномов подтверждает пред­
положение о присутствии BCAТ во всех организмах. Однако, с тех 
пор количество структурно-функционально охарактеризованных 
ВСАТ едва превысило десять.
	 Прежде чем приступить к детальному анализу ВСАТ, стоит отме­
тить, что методы определения активности ВСАТ весьма сложны 
и преимущественно являются непрямыми. Большинство методов 
состоит в определении концентрации продукта или реже субстрата 
с использованием второй сопряженной ферментативной реакции, 
протекание которой сопровождается ростом/снижением оптической 
плотности в УФ/видимом диапазоне. Методы определения активности 
ВСАТ, разработанные до 2000 г., приведены в [55]. К ним относятся: 
измерение накопления L-глутаминовой кислоты или a-кетоглутарата 
по второй реакции с глутаматдегидрогеназой (GluDH) или в сопря­
женной системе GluDH c диафоразой [56]; определение накопления 
пирувата или L-аланина по сопряженной реакции с лактатдегид­
рогеназой или L-аланиндегидрогеназой, соответственно. Известны 
и неэнзиматические методы определения активности, например, по 
реакции с 2,4-динитрофенилгидразином [57, 58]. Исходя из этого, 
сравнивать ферменты по активности нужно с осторожностью. 
	 Трансаминаза из Escherichia coli (eBCAT), продукт экспрессии 
ilv-гена, в растворе по данным гель-фильтрации гексамер [59, 60]. 
Спектры поглощения PMP и PLP форм фермента имеют максимумы 
330 и 410 нм, соответственно; при изменении рН нет сдвига максимума 
PLP в спектре холо-формы, как это наблюдается для трансаминаз I 



Трансаминазы разветвленных аминокислот 45

класса [61]. Оптимальные условия работы eBCAT составили 25–37 ºС 
при рН 8.0. Ряды специфичности к аминодонорам и кетосубстратам 
приведены в таблице 2. Наименьшее значение константы Михаэлиса 
Km, 0.42 мМ, получено для L-лейцина, наибольшие, 19 и 72 мМ, – для 
L-метионина и L-триптофана, соответственно, для a-кетоглутарата 
Km составила 2.6 мМ, каталитическая константа kcat для наилучших 
субстратов L-лейцина и L-изолейцина составила 48 с–1. Активность 
еВСАТ определяли прямым измерением концентрации образующихся 
кетокислот спектрофотометрически на длинах волн 310 и 315 
нм, при этом коэффициент экстинкции определяли отдельно для 
каждой кетокислоты. В работе [62] были определены кинетические 
параметры катализируемой еВСАТ реакции аминирования кетоана­
логов BCAA и их неприродных изомеров, L-норлейцина, L-норва­
лина, L-неопентилглицина и L-tert-лейцина. Активность еВСАТ 
определяли по накоплению продукта a-кетоглутарата по разработан­
ной уникальной методике сопряженного ферментативного восстанов­
ления a-кетоглутарата до 2-оксиглутарата катализируемого (R)-ок­
сиглутаратдегидрогеназой. Значение Кm для реакции аминирования 
кетокислот с L-глутаминовой кислотой в качестве донора аминогруппы 
составили 0.07 мМ для 3-метил-2-оксовалерата (кетоаналог L-Ile), 
0.08 мМ для 4-метил-2-оксовалерата (кетоаналог L-Leu), 0.08 мМ 
для 4,4-диметил-2-оксовалерата (кетоаналог L-неопентилглицина), 
0.22 мМ для 2-оксогексаноата (кетоаналог L-norLeu), 0.2 мМ для 
2-оксоизовалерата (кетоаналог L-Val), 0.6 мМ для 2-оксовалерата 
(кетоаналог L-norVal), 0.15 мМ для триметилпирувата (кетоаналог 
L-tert‑Leu), 56 мМ для пирувата и 3.37 мМ для 2-оксобутирата. 
kcat для наилучших субстратов – кетоаналогов L-лейцина и его 
изомеров составила 23–25 с–1. Таким образом, исходя из значений 
кинетических параметров прямой и обратной реакции для разных 
субстратов, можно сделать вывод, что in vitro eBCAT с равной 
эффективностью катализирует как аминирование кетоаналогов 
BCAA, так и деаминирование ВСАА. Yu с соавторами [62] показали 
ингибирование трансаминирования кетосубстратами 4-метил‑2‑оксо­
валератом, 4,4-диметил-2-оксовалератом и 2-оксогексаноатом, 
наблюдаемое при концентрациях ниже 10 мМ, ингибирование ами­
носубстратом L-глутаминовой кислотой наблюдалось выше 200 мМ.
	 BCAT из Pseudomonas aeruginosa [63] по данным гель-филь­
трации в рабочем буфере является тетрамером. Ряд специфичности 
к аминодонорам приведен в таблице 2. Активность фермента 
рассчитывали по изменению концентрации продукта – L-глу­
таминовой кислоты, которую отделяли от остальных амино- и 
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кетокислот методом ТСХ реакционной смеси с предварительным 
осаждением белка и далее количественно экстрагировали в смесь 
метанола и уксусной кислоты. Km кетосубстратов 2-оксовалерата 
и a-кетоглутарата составили 0.26 и 0.4 мМ, соответственно. Km 
аминосубстратов в реакции с 2-оксовалератом составили 1.0 и 1.2 
мМ для L-лейцина и L-изолейцина, соответственно, и 18 мМ для 
L-глутаминовой кислоты. Фермент не проявлял активность с 
L-аланином, L-аспартатом, L-глицином, L-серином, L-треонином, 
L-триптофаном и L-тирозином. Еще одна ВСАТ дикого типа из 
бактерии рода Pseudomonas была охарактеризована Koide c соавто­
рами [43]. Активность фермента рассчитывали по изменению кон­
центрации субстратов и продуктов также с применением метода 
ТСХ с последующей количественной экстракцией и определением 
концентрации компонентов в растворе спектрофотометрически. 
Специфичность фермента к аминодонорам и к кетосубстратам 
представлена в таблице 2. Для реакции трансаминирования с 4-ме­
тил-2-оксовалератом и L-глутаминовой кислотой обнаружено инги­
бирование кетосубстратом при концентрации больше 2 мМ.
	 В это же время была охарактеризована ВСАТ дикого типа из 
Gluconobacter oxydans (Acetobacter suboxydans) [64, 65] (табл. 2). 
По результатам гель-фильтрации и седиментационного анализа 
фермент существует в растворе в виде димера. рН оптимум фермента 
смещен в щелочную область и составил 8.8–9.0. Значение Km для 
реакции трансаминирования кетокислот с L-глутаминовой кислотой 
составили 2.5 мМ для 3-метил 2-оксовалерата (Ile), 0.91 мМ для 
4-метил-2-оксовалерата (Leu), 0.33 мМ для 2-оксоизовалерата (Val). 
Величина Km для a-кетоглутарата в обратной реакции составила 
от 4.57 до 6.67 мМ в зависимости от аминодонора. Активность с 
субстратами L-аспарагиновая кислота, L-аргинин, L-цитруллин, 
L-лизин, L-орнитин, L-аланин, b-аланин и g-аминобутират не 
выявлена, активность с пируватом составила 1% от активности с 
a-кетоглутаратом. Для фермента определено сродство к кофактору, 
константа связывания для PLP и PMP составили 0.53 и 0.62 мкМ, 
соответственно. 
	 Свойства ВСАТ из бактерий Lactococcus lactis и Lactobacillus 
paracasei оказались под пристальным вниманием исследователей, так 
как при созревании сыров этими микроорганизмами из кетоаналогов 
ВСАА синтезируются ароматические вещества, такие как изобутират, 
изовалерат, 3-метилбутаналь, 3-метилбутановая кислота, 2-метил­
бутаналь и 3-метилпропаналь [66, 67]. По результатам гель-филь­
трации активной формой ВСАТ из L. lactis является димер, а ВСАТ из 
L. paracasei – мономер. Ряды специфичности обеих ВСАТ приведены 
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в таблице 2. Активности c другими природными аминокислотами не 
обнаружено. Выявлено полное ингибирование BCAT ионами Hg2+, 
карбоксиметоксиамином, гидроксиламином и фенилгидразином. 
В присутствии 4% NaCl активность ферментов снижалась не более 
чем на 20%. 
	 Kanda с соавторами [68] выделили и охарактеризовали ВСАТ дикого 
типа из грамположительной бактерии Bacillus brevis. По данным 
гель-фильтрации фермент в растворе существует в форме димера. 
Оптимум рН для реакции с L-лейцином и α-кетоглутаратом составил 
8.3. Обнаружена активность с ароматическими аминокислотами – 
L-фенилаланином и L-триптофаном (табл. 2). Фермент не активен с 
кетоаналогами глицина и аспартата, с пируватом. Показано инги­
бирование ферментативной активности семикарбазидом, гидрок­
силамином, фенилгидразином и гидразином. Значения Km для 
аминодоноров в реакции трансаминирования с a-кетоглутаратом 
составили 0.22 мМ для L-валина, 0.25 мМ для L-лейцина, 0.43 
мМ для L-изолейцина, 2.0 мМ для L-фенилаланина и 2.9 мМ для 
L-триптофана. Km для a-кетоглутарата и L-глутаминовой кислоты 
в реакции с лейцином и его кетоаналогом составили 0.77 мМ и 0.56 
мМ, соответственно. Константа связывания PLP составила 6.5 мкМ. 
	 Еще одна ВСАТ дикого типа из бактерии Helicobacter pylori 
выделена и охарактеризована Saito c соавторами [42]. Активность 
фермента рассчитывали по изменению концентрации L-глутамино­
вой кислоты, которую определяли методами ТСХ и ВЭЖХ. По 
данным гель-фильтрации фермент – димер, оптимум рН реакции 
трансаминирования с L-изолейцином и a-кетоглутаратом составил 
8.0. Ряд специфичности фермента к аминодонорам в реакции с a-кето­
глутаратом приведен в таблице 2. 
	 В рамках исследования метаболического пути регенерации 
L-метионина, потребляемого в биосинтезе полиаминов в бактерии 
Mycobacterium tuberculosis, была охарактеризована рекомбинантная 
форма ВСАТ из M. tuberculosis (MtBCAT), которая не только ката­
лизировала финальную стадию биосинтеза ВСАА и первую стадию 
катаболизма ВСАА, но и катализировала присоединение аминогруппы 
к 4-метилтио-2-оксобутирату, кетопредшественнику L-метионина, то 
есть финальную стадию биосинтеза L-метионина [69]. Установлено, 
что донором аминогруппы в этом процессе, кроме ВСАА, может 
быть и L-фенилаланин. Значения Km для L-изолейцина, L-лейцина, 
L-валина, и L-фенилаланина в реакции аминирования 4-метилтио-
2-оксобутирата укладываются в диапазон 1.77–7.44 мМ, значения 
kcat изменяются в диапазоне 1.22–3.23 с–1. Km для L-изолейцина, 
L-лейцина и L-валина, в реакции деаминирования с аминоакцеп­
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тором a-кетоглутаратом варьируются в диапазоне 5.79–6.95 мM, 
значения kcat варьируются в диапазоне 6.7 – 8.1 с–1. Таким образом, 
каталитическая эффективность аминирования 4-метилтио-2-оксо­
бутирата лейцином в два раза ниже каталитической эффективности 
аминирования α-кетоглутарата лейцином, а самый эффективный 
процесс – это синтез ВСАА из кетопредшественников [22]. Также 
показано ингибирование MtВСАТ оксиаминами по смешанному 
типу: константы ингибирования для о-бензилгидроксиламина, 
о-третбутилгидроксиламина и о-аллилгидроксиламина составили 
8.20, 11.0, и 21.61 мкM, соответственно. MtВСАТ предложена 
как потенциальная мишень в разработке противотуберкулезных 
препаратов.
	 Упоминаются в контексте изучения метаболизма BCAA, но 
детально биохимически не охарактеризованы ВСАТ из бактерий Sta­
phylococcus carnosus [70], Bacillus subtilis [71], Pseudomonas cepacia 
[72], Pseudomonas putida [73], Deinococcus radiodurans [74], Salmo­
nella typhimurium [75,76]. 

ВСАТ ИЗ АРХЕЙ

Первая ВСАТ из умеренно термофильной археи Methanococcus aeolicus 
была охарактеризована в 1992 году [77, 78]. Фермент дикого типа 
по результатам гель-фильтрации существует в растворе в форме 
гексамера, рН оптимум фермента в реакции с ВСАА составил 7.5. 
Активность фермента определяли при 37 °С по изменению концентра­
ции кетокислот, которое определяли неэнзиматически по реакции с 
2,4-динитрофенилгидразином [57]. Наибольшую активность фермент 
проявлял с L-лейцином и L-валином, активность с L-изолейцин была 
уже в два раза ниже, активность с ароматическими кислотами  – 
L-тирозином, L-триптофаном и L-фенилаланином не превысила 
5–10% от активности с ВСАА (табл. 2). Акцептором аминогруппы был 
a-кетоглутарат. Фермент не работал с L-аспартатом и L-аланином. 
Km для аминодоноров составила 1.4 мМ для L-изолейцина, 1.1 мМ 
для L-лейцина, 2.8 мМ для L-валина, 0.1 мМ для L-фенилаланина 
и 2.8 мМ для L-триптофана. Значения Km для a-кетоглутарата в 
реакциях с ВСАА составили 0.3–0.6 мМ. Специфическая активность 
в реакции деаминирования ВСАА составила 0.7–1.5 мкмоль/мин на 
1 мг фермента, ароматических аминокислот – 0.1–0.23 мкмоль/мин 
на 1 мг фермента. Анализ ингибирования субстратами показал, что 
5 мМ a-кетоглутарата снижают активность фермента с валином и 
изолейцином более чем на 50%, при этом активность с лейцином 
снижается на 10%, а активность с неспецифическим субстратом 
L-тирозином не изменяется.
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	 В 2016 году были детально охарактеризованы две рекомбинант­
ные ВСАТ из гипертермофильных архей Thermoproteus uzoniensis 
(TUZN1299) и Vulcanisaeta moutnovskia (VMUT0738) [79, 80, 81]. 
Уровень сходства первичных последовательностей TUZN1299 и 
VMUT0738 составил 54%. По результатам гель-фильтрации TUZN1299 
в растворе – димер, VMUT0738  – тетрамер. Уникальной особен­
ностью обоих ферментов оказалось отсутствие активности с 
a-кетоглутаратом и L-глутаминовой кислотой и высокий уровень 
активности с пируватом. Температурный оптимум реакции транс­
аминирования лейцина с пируватом для обеих ВСАТ превысил 
90 °С, оптимум рН реакции составил 8.0. Активность ферментов 
определяли несопряженным энзиматическим методом: реакцию 
трансаминирования проводили при 65 °С, концентрации продуктов 
пирувата или L-аланина в отобранных аликвотах определяли далее 
энзиматически при 25 °С. Ряды специфичности TUZN1299 и VMUT0738 
к кетосубстратам и аминодонорам приведены в таблице 2. Оба 
фермента отличаются высоким уровнем активности с L-метионином, 
L-треонином, L-2-аминомасляной кислотой. Активность с L-алани­
ном и L-фенилаланином соизмерима с активностью с лейцином для 
VMUT0738 и в 2 раза ниже для TUZN1299. Еще одной уникальной 
особенностью обоих ферментов оказался высокий уровень активности 
с положительно заряженными L-аминокислотами. Так, для TUZN1299, 
при специфической активности с лейцином 1.70 мкмоль/мин на 1 мг 
фермента, специфическая активность с L-орнитином, c L-аргинином, 
c L-гистидином и с (D,L)-лизином составила 4.4, 3.5, 2.3 и 0.65 
мкмоль/мин на 1 мг фермента, соответственно. Для VMUT0738 при 
специфической активности с L-лейцином 1.72 мкмоль/мин на 1 мг 
фермента специфическая активность с L-орнитином, c L-аргинином, 
c L-гистидином и с (D,L)-лизином составила 3.9, 2.64, 1.76 и 3.93 
мкмоль/мин на 1 мг фермента, соответственно. При этом оба фермента 
не активны с L-аспарагиновой кислотой, с L-серином, D-аланином и 
b-L-аланином. Значения Km для L-валина и L-норвалина в реакции 
трансаминирования с пируватом, катализируемой VMUT0738, соста­
вили 1.17 и 0.84 мМ, соответственно. Значения Km для L-лейцина и 
пирувата в катализируемой TUZN1299 реакции трансаминирования 
составили 0.21 и 16.0 мМ, соответственно, значение kcat – 1.31 с–1. 
Определение кинетических параметров полуреакций E-PLP + ами­
носубстрат и E-PMP + кетосубстрат показало, что наиболее 
ээффективным процессом, катализируемым TUZN1299, является 
аминирование кетоаналогов ВСАА, константа специфичности полу­
реакции Е-РМР + 4-метил-2-оксовалерат достигала 1113000 с–1М–1 

при 25 °С. Для сравнения константы специфичности полуреакций 
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E-PLP + L-лейцин и E-PLP + L-метионин составили 176000 и 9600 
с–1М–1, соответственно. То есть для TUZN1299 синтез ВСАА пред­
почтительнее деаминирования ВСАА. Для TUZN1299 было пока­
зано ингибирование кетосубстратами, 4-метил-2-оксовалератом и 
3-метил-2-оксовалератом, в концентрации выше 1 мМ в реакции 
трансаминирования со вторым субстратом L-аланином. Очевидно, 
что архейные ВСАТ проявляют более широкую субстратную спе­
цифичность по сравнению с бактериальными гомологами, однако 
в значениях специфических активностей архейные ВСАТ уступают 
бактериальным ВСАТ.
	 В 2014 году была опубликовано статья, содержащая детальную 
характеристику ВСАТ I типа укладки из археи Thermococcus sp. 
CKU-1, Ts-BcAT [82], гомологичной как гипотетическим ААТ I 
типа (уровень сходства последовательностей 91–95% при степени 
перекрывания 100%), так и охарактеризованной ААТ из Sulfolobus 
solfataricus MT4 (уровень сходства последовательностей 26% при 
степени перекрывания 91%), при этом идентичность с еВСАТ соста­
вила 29% при степени перекрывания последовательностей только 
15%. По данным гель-фильтрации рекомбинантная форма Ts-BcAT в 
растворе является димером. Фермент показал исключительную тер­
мостабильность: уровень активности не снижался после инкубации 
в течение 5 часов при 90 °С. Как и описанные выше архейные 
ВСАТ, Ts-BcAT проявлял широкую субстратную специфичность 
(табл. 2), был активен с а-кетоглутаратом. но не активен с положи­
тельно заряженными аминокислотами. Анализ кинетических пара­
метров полуреакции показал, что максимальная каталитическая 
эффективность Ts-BcAT достигается в процессах аминирования 
кетокислот: константа специфичности полуреакции Е-РМР + 4-ме­
тил‑2‑оксовалерат составила 11000000 с–1М–1 при 25 °С. Оксоамины, 
семикарбазид и гидроксиламин ингибировали активность фермента 
незначительно. При изменении рН наблюдался сдвиг максимума 
PLP в спектре холо-формы, как у известных трансаминаз I класса, 
что позволило рассчитать рКа ɛ-аминогруппы каталитического 
лизина во внутреннем альдимине, значение которого составило 5.5. 
Фермент, по-видимому, является ароматической аминотрансфера­
зой, специфичной к гидрофобным аминокислотам, включая ВСАА. 
Небольшая активность с валином, изолейцином, 2-аминооктаноатом 
и 2-аминобутиратом была ранее показана для ароматических амино­
трансфераз из E.coli K-12 [83] и Paracoccus denitrificans IFO 12442 
[84]. Имеется ли у Thermococcus sp. CKU-1 истинная ВСАТ IV типа 
укладки остается невыясненным, при этом известно, что организм 
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растет только в присутствии L-лейцина, L-метионина и L-фенилала­
нина и некоторых других аминокислот. 
	 Обобщая приведенные характеристики, можно сделать следую­
щие выводы о свойствах ВСАТ из бактерий и архей. (1) ВСАТ сущест­
вуют в растворе в различных олигомерных состояниях. (2) рН опти­
мум ВСАТ составляет 7.5–8.0, у некоторых ферментов достигает 
9.0. (3) In vitro у бактериальных и архейных ВСАТ не наблюдается 
предпочтительности аминирования или деаминирования, в то же 
время из кинетических параметров полуреакций следует, что ами­
нирование кетопредшественников ВСАА – наиболее эффективный 
процесс. (4)  Специфичность бактериальных ВСАТ не ограничи­
вается ВСАА и их кетоаналогами, как это наблюдается у ВСАТ 
млекопитающих [18, 85], бактериальные ВСАТ активны с метио­
нином, ароматическими аминокислотами и треонином. ВСАТ из 
архей отличаются еще более широкой субстратной специфичностью. 
(5)  Сродство к кетосубстратам выше, чем к аминосубстратам. 
(6) Предпочтительный аминоакцептор – a-кетоглутарат, активность с 
пируватом значительно ниже, кроме TUZN1299 и VMUT0738, которые 
не активны с a-кетоглутаратом. (7) Активность ВСАТ ингибируется 
кетосубстратами, что, возможно, является механизмом регуляции их 
активности в клетке. (8) Активность ВСАТ ингибируется оксимами, 
гидразином и его производными, семикарбазидом. Ингибирование 
оксимами, предположительно, реализуется через реакцию с PLP [86, 
87]. (9) PLP связывается в активном центре ВСАТ прочнее субстрата 
в 100–1000 раз. (10) В спектрах поглощения ВСАТ, кроме белкового, 
наблюдаются два дополнительных максимума в области 320–330 нм 
и 410–420 нм, которые соответствуют PMP и PLP формам связанного 
кофактора, соответственно. При изменении рН не наблюдается 
сдвига максимума в спектре PLP форм, как у ААТ, у которых этот 
сдвиг соответствует депротонированию иминного азота внутреннего 
альдимина [9, 61].

ПОТЕНЦИАЛ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ ВСАТ

В отличие от разработок технологических процессов с применением 
ω-трансаминаз, активных с аминами и кетонами/альдегидами, то 
есть способных к стереоспецифичному синтезу первичных аминов, 
разработки биотехнологических процессов с применением ВСАТ 
пока малочисленны [31, 88]. Так в работе [89] рассматривается 
возможность применения ВСАТ для синтеза L-гомофенилаланина, 
L-2-аминобутирата и L-tert-лейцина из соответствующих кетокислот 
и 2-кетоглутарата в паре с  орнитин-δ-аминотрансферазой, которая 
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применяется для выведения продукта, L-глутаминовой кислоты, из 
первой реакции. Такая комбинация приводит к увеличению выхода 
продукта в первой реакции до 80-90%. В работе [66] предложено 
применение eBCAT для ассиметрического синтеза некоторых 
неприродных аминокислот  – L-норлейцина, L-норвалина, L-нео­
пентилглицина и L-tert-лейцина, потенциальных синтонов для ряда 
фармацевтических препаратов, включая противоопухолевые, а 
также препараты для терапии ВИЧ инфекций [90, 91]. Применение 
eBCAT для синтеза производных L-глутаминовой кислоты с замес­
тителями в положении 3 и/или 4 (для применения в исследовании 
специфичности глутаматных рецепторов) показано в работе [92]. 
Четыре стереоизомера L-2-(2-карбоксициклобутил)глицина, как цик­
лические аналоги L-глутамата для изучения транспортной системы 
L-глутамата в ЦНС, были синтезированы из cis- и trans-2-оксалил-
циклобутанкарбоксильных кислот при участии ААТ и eBCAT [93]. 
Таким образом, потенциальное применение ВСАТ возможно на 
основе специфичности ферментов как к гидрофобным алифатичес­
ким аминокислотам, так и к производным L-глутаминовой кислоты.

IV.СТРУКТУРНЫЙ АНАЛИЗ ВСАТ
СТРОЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО ДИМЕРА

Первая структура ВСАТ из E. coli, холо-форма с PLP, была получена в 
1997 (PDB code 1A3G) [94]. Позднее были также получены структуры 
еВСАТ с неактивными аналогами субстратов: 4-метилвалератом 
(PDB code 1I1M) и глутаровой кислотой (PDB code 1IYD), а также с 
субстратами: 2-метиллейцином (PDB code 1I1L) и L-глутаминовой 
кислотой (PDB code 1IYE) [44, 95]. Помимо структуры eBCAT решены 
структуры ряда других бактериальных BCAT: холо-форма и структура 
с ингибитором о-бензилгидроксиламином ВСАТ из M.  smegmatis 
(PDB code 3DTF, 3JZ6) [96]; холо-форма ВСАТ из M.  tuberculosus 
(PDB code 3HT5) [97], холо-формы BCAT из Burkholderia pseudomallei 
(PDB code 3U0G, 4WHX), а также из Streprococcus mutans (PDB code 
4DQN). Известны несколько структур ВСАТ из экстремофильных 
бактерий и архей: холо-форма и комплексы с 4-метил-2-оксовалератом 
и L-глутаматом из D.radiodurans (PDB code 3UYY, 3UZB, 3UZO) [74]; 
холо-форма из Thermotoga maritima (PDB code 3CSW), холо-форма 
и комплекс с ингибитором габапентином из Thermus thermophiles 
Hb8 (PDB code 1WRV, 2EIY, 2EJ0, 2EJ2 и 2EJ3); холо-форма из археи 
T. uzoniensis (PDB code 5CE8); холо-форма и комплекс а α-кетоглута­
ратом из археи Geoglobus acetivorans (PDB code 5E25, 5CM0). 
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	 Большинство структурно охарактеризованных BCAT кристалли­
зуются в виде димеров, исключения на сегодня составляют еВСАТ и 
BCAT из T. thermophiles, которые кристаллизуются в виде гексамеров, 
и ВСАТ из D. radiodurans, которая в комплексе с субстратом упакована 
в кристалле в виде тетрамера. И хотя для некоторых ферментов 
гексамерная и тетрамерная формы показаны гель-фильтрацией 
(табл. 2), функциональной единицей ВСАТ является димер (рис. 4). 
Этот вывод следует из анализа строения активного центра BCAT [44, 
74, 94–97]. Все димеры ВСАТ, включая BCAT млекопитающих [18], 
отличаются высоким сходством структур, которое обнаруживается 
при структурном выравнивании, анализе расположения функцио­
нально значимых остатков и наложении элементов вторичной струк­
туры [18, 47, 79, 96]. 
	 У всех BCAT субъединица димера состоит из двух a/b доменов 
(малого и большого), а также важной для функционирования фер­

Рис. 4. Наложение димеров ВСАТ из E. coli (в сером цвете) и BCAT из Т. uzoniensis 
(синим и зеленым показаны субъединицы димера). Межсубъединичная петля у 
BCAT из Т. uzoniensis выделена красным цветом, PLP выделен розовым цветом.
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мента междоменной петли (рис. 5). Сравнительный анализ моделей 
холо-форм ВСАТ и комплексов с субстратами указывает на отсутст­
вие взаимного движения доменов при связывании субстрата. Отно­
сительное положение доменов фиксируется С-концевой спиралью 
(спираль 279–293 у eBCAT, спираль 267–280 у TUZN1299). Меж­
доменная петля изолирует активный центр от растворителя после 
связывания субстрата [105], подвижность петли отражается в ее 
отсутствии на картах электронной плотности в холо-формах ВСАТ 
[74, 95] и ее идентификацией в комплексах ферментов с субстратами 
и их аналогами [44, 74]. Видимая междоменная петля в холо-форме 
TUZN1299 (PDB code 5СЕ8) отличается увеличением значения 
теплового фактора (B-фактор) составляющих ее остатков [79], что 
подтверждает ее относительную подвижность в отсутствии связанного 
субстрата. Интересно, что хорошо проявляется междоменная петля в 
моделях холо-форм архейных ВСАТ и BCAT из D. radiodurans, что, 

Рис. 5. Наложение субъединиц ВСАТ из E.coli (в сером цвете) и BCAT из Т. uzo­
niensis. Зеленым и синим выделены домены, красным С-концевая α-спираль, 
желтым – междоменная петля у BCAT из Т.uzoniensis. PLP выделен розовым 
цветом.
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по-видимому, соответствует большей жесткости структур термоста­
бильных ферментов. 
	 Функциональный димер содержит два активных центра. Активный 
центр формируется большим и малым доменами одной субъединицы 
и малым доменом другой субъединицы. В моделях холо-форм 
ВСАТ в активном центре находятся молекулы PLP, ковалентно 
связанные с каталитическим лизином (внутренний альдимин). 
PLP обращен к белковой глобуле re-стороной (рис. 3), именно на 
этой стороне кофактора изолированно от растворителя происходит 
1,3-перенос протона у BCAT и трансаминаз двух других семейств 
IV типа укладки. PLP в активном центре BCAT (рис. 6а) образует 
двойную связь С4' = N с лизином и фиксируется в трех точках: (1) 
фосфатной группой через водородные связи и солевые мостики с 
остатками R59, I220, T221, T257, A258 (у eBCAT); R54, I211, T212, 
T248 (у TUZN1299); (2) кислородом фенольной группы PLP через 
водородную связь с Y164 (y eBCAT) или Y155 (у TUZN1299); (3) 
азотом пиридинового кольца через водородную связь с E193 (y 
eBCAT) и E184 (у TUZN1299). Идентичные остатки задействованы 
в координации PLP у всех охарактеризованных структурно ВСАТ, 
включая эукариотические [18, 44, 95, 98]. Дополнительные водород­
ные связи PLP с неконсервативными остатками описаны для ВСАТ 
из D. radiodurans [74]. Сравнительный анализ структур холо-форм 
и комплексов с субстратами у всех ВСАТ указывает на вращение 
молекулы PLP по N–C6 или N–C4 осям при переходе из внутреннего 
альдимина во внешний альдимин. Торсионный угол (С3–С4–С4'–N) 
составляет величину от 30º в моделях холоформ до 0º в моделях 
комплексов с субстратами, что указывает на водородную связь 
между фенольной группой PLP и иминным азотом. Протонированная 
форма иминного азота при нейтральных и слабощелочных рН, по-
видимому, является отличительной чертой именно ВСАТ [9, 10, 95]. 
У трансаминаз I класса значение рКа иминного азота составляет 
5–7.5 единиц, это значение рКа проявляется при рН-титровании 
холо-формы фермента. Холо-форма ВСАТ, как обсуждалось выше, 
не титруется [60, 80].

СВЯЗЫВАНИЕ СУБСТРАТА; ДВОЙНОЕ СУБСТРАТНОЕ УЗНАВАНИЕ

В структурах комплексов BCAT субстрат или аналог субстрата разме­
щаются с si-стороны кофактора и могут быть ковалентно связаны 
с PLP (внешний альдимин) (рис. 6б). При этом a-СООН группы 
аминодонора и аминоакцептора размещаются в малом кармане на 
стороне фосфатной группы PLP (Р-сторона), гидрофобный остаток 
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Рис. 6 (а). Связывание PLP в ВСАТ из Т. uzoniensis.
	 Рисунок создан в программе LigPlot.

ВСАА размещается в большом кармане со стороны фенольной 
группы PLP (О-сторона). В присутствии субстрата в еВСАТ и ВСАТ 
из Т.  thermophilus структурируется междоменная петля (остатки 
126–137 у eBCAT), у ВСАТ из D.  radiodurans петля (173–179) 
переходит в другую конформацию относительно холо-формы. Во 
всех комплексах междоменная петля в наблюдаемой конформации 
блокирует доступ молекул растворителя в активный центр, тем 
самым препятствуя протеканию побочного процесса рацемизации, 
который реализуется в PLP-зависимой аланинрацемазе с активным 
центром, доступным растворителю. [45, 99, 100]. Конформация 
молекулы ВСАТ с таким состоянием активного центра называ­
ется закрытой, в противоположность открытой конформации в 
холо-форме. Анализ последовательности аминокислот в междо­
менной петле eBCAT, проведенный Окадо с соавторами [95], 
показал ее консервативность среди ВСАТ, идентичность после­
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Рис. 6 (б) Связывание внешнего альдимина L-глутамата в ВСАТ из E. coli (PDB 
ID: 1IYE). Большой карман выделен розовым цветом, малый карман – синим 
цветом. 
	 Рисунок создан в программе LigPlot.

довательностей которых составляет не менее 30%. По мнению 
авторов, это показывает, что петля подвергается структурированию 
и взаимодействует с субстратом во всех гомологичных BCAT 
сходным образом. Подвижность петли в открытой конформации 
обеспечивает доступ субстрату в активный центр. Как отмечалось 
выше, междоменная петля структурирована в моделях холо-форм 
ферментов из термофильных организмов  – TUZN1299, ВСАТ из 
G.  acetivorans и D.  radiodurans. Можно предположить, что петля 
деструктурируется при оптимальных высоких температурах реакции 
и фермент в рабочем состоянии переходит в открытую конформацию. 
При связывании субстрата наблюдаются также изменения в поло­
жении остатков в малом кармане. Так, у eBCAT наблюдается разво­
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рачивание R40 в сторону консервативного для ВСАТ b-поворота 
G256–T257–A258–A259, при этом R40 образует водородные связи 
с карбонильными кислородами остатков T257 и А258. Атомы азота 
этих остатков фиксируют водородными связями a-СООН группу 
субстрата, которая дополнительно координирована консервативной 
водородной связью с гидроксильной группой тирозина (Y95 у 
eBCAT и Y91 у TUZN1299) из консервативной для ВСАТ триады 
Y(I,L,V)R. Установлено, что аргинин в этой триаде активирует 
тирозин через образование консервативной водородной связи с его 
гидроксильной группой [101]. Идентичный R40 eBCAT остаток R35 
у TUZN1299 находится в развернутой конформации уже в холо-
форме. Консервативные остатки G122 и G127 в структурированных 
междоменных петлях в холо-форме TUZN1299 и в комплексе 
еВСАТ с субстратом образуют водородную связь с остатками R35 и 
R40, соответственно. Так завершается формирование оптимальной 
конформации малого кармана. Сравнительный анализ связывания 
субстрата в активных центрах родственных трансаминаз IV типа 
укладки – BCAT, DAAT и (R)-амин-трансаминаз, показывает, что 
организация именно малого кармана определяет специфичность этих 
ферментов [102–104]. 
	 Исключительной особенностью ВСАТ является связывание 
a-СООН группы субстрата на Р-стороне активного центра (рис. 
6(б)). У прочих трансаминаз I и IV типов укладки отрицательно 
заряженная фосфатная группа PLP и a-СООН субстрата разнесены 
в пространстве. Goto [44] высказал предположение, что, поскольку 
сближение двух отрицательно заряженных групп приводит к повыше­
нию общей энергии системы, то для ее стабилизации целесообразно 
появление положительно заряженной частицы между ними. Воз­
можно, соседство двух отрицательно заряженных групп служит 
ловушкой-акцептором протона a-аминогруппы субстрата на стадии 
образования комплекса Михаэлиса. Как отмечалось выше, иминный 
азот внутреннего альдимина ВСАТ, по-видимому, протонирован и не 
может принять протон, как это предполагается в трансаминазах I типа 
укладки, поэтому необходим дополнительный сайт-акцептор протона 
a-аминогруппы субстрата. Возможно также, что этот отрицательно 
заряженный сайт необходим для активации именно ВСАА, которые на 
стадии перехода внутренний альдимин – внешний альдимин как нук­
леофилы недостаточно активны, и поэтому требуются дополнитель­
ные меры для отщепления протона a-аминогруппы субстрата.
	 Боковая группа аминодонора и аминоакцептора последовательно 
связываются в большом кармане на O-стороне активного центра. При 
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связывании таких разных по свойствам фрагментов как гидрофобные 
боковые группы BCAA и g-СООН группа a-кетоглутарата в ВСАТ, как 
и во всех трансаминазах, реализуется принцип двойного субстратного 
узнавания, который у BCAT достигается по механизму «ключ–замок» 
и детально описан для еВСАТ [44, 105]. Большой карман еВСАТ 
образуется аминокислотными остатками обеих субъединиц димера: 
боковыми группами F36, R97, W126, Y129, Y164 одной субъединицы и 
Y31*, V109* другой субъединицы, которые формируют гидрофобную 
поверхность кармана с вкраплением четырех гидрофильных сайтов, как 
бы погруженных в эту гидрофобную поверхность – это гуанидиновая 
группа R97, гидроксильные группы Y31* и Y129 и азот основной 
цепи V109* (рис. 6б). Гидрофобная группа ВСАА взаимодействует 
с гидрофобной поверхностью кармана, а α-кетоглутарат, который на 
одно –СН2-звено длиннее ВСАА, дотягивается γ-СООН группой 
до «утопленных» гидрофильных сайтов, образуя с ними солевой 
мостик и три водородных связи [44]. Двойное субстратное узнава­
ние реализуется по механизму «ключ-замок» и в остальных транс­
аминазах IV типа укладки и у некоторых трансаминаз I типа укладки, 
например, в глутамин-фенилпируваттрансаминазе из T. thermophilus 
HB8 [106]. Индуцированное соответствие – другой механизм двой­
ного субстратного узнавания, реализуется в ароматических амино­
трансферазах I типа укладки и принципиально отличается вращением 
консервативного остатка аргинина в большом кармане [105, 107, 
108], что позволяет формировать положительно заряженный сайт 
для связывания γ-СООН группы α-кетоглутарата и убирать его при 
связывании ароматического субстрата.

V. ХАРАКТЕРИСТИЧЕСКИЕ МОТИВЫ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ВСАТ

Как сказано выше, ВСАТ относятся к PLP-ферментам IV типа 
трехмерной укладки вместе с DAAT, изохоризматлиазами и 
(R)‑амин-трансаминазами. Детальный анализ аминокислотных 
последовательностей этих похожих структурно, но различающихся 
по реакционной специфичности и субстратной специфичности 
трансаминаз [101] показал, что два характеристических мотива 
определяют специфичность трансаминаз IV типа укладки, (рис. 7а). 
Выравнивание последовательностей ВСАТ, обсуждаемых в данном 
обзоре, наглядно демонстрирует наличие двух характеристических 
мотивов у ВСАТ (рис. 7б):
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	 мотив_1 31-Y(G,A)XXXF(E,D)GX(K,R)-40 и 
	 мотив_2 95-Y(I,L,V)Rxx…xx(M,I)G(V,L)-109 (здесь нумерация 
еВСАТ). 
	 Структурное выравнивание последовательностей и наложение 
структур ВСАТ с субстратами [44, 74, 95] показали, что характерис­
тические мотивы формируют сайт связывания субстрата. Функции 
консервативных остатков сводятся к следующему: Y31 обеспечивает 
связывание γ-СООН группы α-кетоглутарата и L-глутаминовой 
кислоты, R38/K40 формируют пространство для связывания a-СООН 
группы субстрата в малом кармане, они взаимодействуют с азотами 
основной цепи также консервативной у ВСАТ триады 257-TАА-259, 
также формирующей малый карман. Роль консервативной триады 
95-Y(I,L,V)R-97 в координации a-СООН обсуждалась выше. Как сле­
дует из имеющихся на сегодня биохимических данных, остатки Y95, 
R97 и R40 являются ключевыми в последовательности, замены этих 
остатков приводят к ухудшению специфичного для ВСАТ связывания 
a-СООН группы субстрата в малом кармане [101, 109]. Остаток F36 
и мотив 107-XGX-109, где X – одна из гидрофобных аминокислот 
(I, L, V, M), участвуют в формировании гидрофобной поверхности 
большого субстратного кармана. Мотив 107-XGX-109 расположен в 
межсубъединичной петле, которая, тем самым, не только формирует 
большой карман, но и определяет субстратную специфичность 
трансаминаз IV типа укладки (рис. 4). Гибкость межсубъединичной 
петли, по-видимому, позволяет бактериальным и архейным ВСАТ 
связывать разные по форме боковые группы аминосубстратов [97], 
другими словами, определяет широкую субстратную специфичность 
этих ферментов. Интересно отметить, что в характеристическом 
мотиве 2 нескольких архейных ВСАТ обнаружена замена, которая 
драматически повлияла на субстратную специфичность ферментов, – 

Рис. 7 (а) Характеристические мотивы представителей четырех семейств транс­
аминаз IV класса IV типа трехмерной укладки PLP-ферментов.
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это замена в консервативной триаде 107‑XGX-109 глицина на серин 
у TUZN1299 и на аспарагин у VMUT0738. Моделированием было 
показано, что именно эта замена определила отсутствие продук­
тивного связывания α-кетоглутарата обеими ВСАТ [80, 81]. Замены 
консервативного для бактериальных ферментов G108 на аспарагин 
или серин обнаружены и в других последовательностях потенциаль­
ных ВСАТ из архей родов Vulcanisaeta, Pyrobaculum and Thermopro­
teus [81].

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключении стоит отметить, что настройку субстратной специ­
фичности у ВСАТ принято считать наиболее тонкой (сложной) 
среди PLP-ферментов IV типа трехмерной укладки. Перечисленные 
функциональные группы и организация активного центра однозначно 
фиксируют субстрат относительно кофактора и каталитического 
лизина, определяя тем самым специфичность именно отщепления 
протона от a-атома углерода ВСАА. ВСАТ по совокупности струк­
турно-функциональных свойств уникальны среди трансаминаз 
разных типов и семейств. Однако пока еще не ясно, почему именно 
за трансаминазами IV типа укладки закрепилось трансаминирование 
ВСАА. Как видно на примере трансаминазы из Thermococcus sp. 
CKU-1, ароматические аминотрансферазы I класса I типа укладки 
могут эффективно превращать ВСАА, однако эта форма ВСАТ, 
по‑видимому, не получила широкого распространения.
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