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Аннотация. Оксидаза D-аминокислот (DAAO) играет важную роль в функци-
онировании как прокариот, так и эукариот. DAAO все более активно исполь-
зуется на практике, в том числе и для определения D-аминокислот в сложных 
образцах, включая ткани и жидкости человека. Во всех организмах, как прави-
ло, имеются два типа DAAO. Первый тип – это фермент, высокоспецифичный 
к D-аспартату, он имеет собственное название D-аспартатоксидаза (DAS-
PO). DAAO второго типа характеризуется широким спектром субстратной 
специфичности, при этом предпочтение к той или иной D-аминокислоте варьи-
рует от источника к источнику. Активность DAAO с большим числом субстра-
тов сильно затрудняет селективное определения конкретной D-аминокислоты. 
Проблема часто решается выбором фермента, у которого в условиях анализа 
активность с другими D-аминокислотами, находящимися в образце, низкая 
или отсутствует. Нами для удобства процедуры выбора конкретного фермен-
та собраны и проанализированы литературные данные о каталитических па-
раметрах известных DAAO с наиболее важными D-аминокислотами. Кроме 
того, представлены аналогичные данные для новых рекомбинантных DAAO из 
метилотрофных дрожжей Ogataea parapolymorpha DL-1. Анализ данных по-
казал, что с некоторыми D-аминокислотами новые OpaDASPO и OpaDAAO 
имеют самые высокие каталитические параметры.

Ключевые слова: оксидаза D-аминокислот, физиологическая роль, каталити-
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Финансирование. Поиск, сбор и анализ данных по каталитическим свойствам 
оксидаз D-аминокислоит выполнен в рамках Соглашения № 075-15-2021-1396 от 
26/10/2021 о предоставлении из федерального бюджета грантов в форме субси-
дий на реализацию отдельных мероприятий Федеральной научно-технической 
программы развития генетических технологий на 2019–2027 годы. Определение 
кинетических параметров новых DAAO и DASPO из дрожжей O. parapolymorpha 
DL-1 выполнены в рамках гранта Российского фонда фундаментальных исследо-
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ваний РФФИ 21-34-70040 мол_а_мос. Сбор и анализ литературных источников по 
физиологической роли оксидаз D-аминокислот выполнен в рамках государствен-
ного задания.
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Abstract. D-amino acid oxidase (DAAO) plays an important role in the functioning of 
both prokaryotes and eukaryotes. DAAO is increasingly being used in practice, including 
for the determination of D-amino acids in complex samples, including human tissues 
and fl uids. There are generally two types of DAAO in all organisms. The fi rst type is 
an enzyme highly specifi c for D-aspartate and has its own name D-aspartate oxidase 
(DASPO). DAAO of the second type is characterized by a wide spectrum of substrate 
specifi city, with preference for one or another D-amino acid varying from source to 
source. The activity of DAAO with a large number of substrates greatly complicates the 
selective determination of a particular D-amino acid. The problem is often solved by 
choosing an enzyme that, under the conditions of analysis, has low or no activity with 
other D-amino acids present in the sample. For the convenience of selecting a particular 
enzyme, we have collected and analyzed literature data on the catalytic parameters 
of known DAAOs with the most important D-amino acids. In addition, similar data 
are presented for novel recombinant DAAOs from the methylotrophic yeast Ogataea 
parapolymorpha DL-1. Analysis of the data shows that, with the D-amino acid series, 
the new OpaDASPO and OpaDAAO have the highest catalytic parameters.
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Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 
1.4.3.3) – фермент класса флавопротеинов, 
специфично окисляющий D-аминокислоты в 
соответствующие α-кетокислоты с образовани-
ем пероксида водорода и иона аммония. Впер-
вые оксидаза D-аминокислот была обнаружена 
и первично охарактеризована Хансом Кребсом 
в 1935 г. в ходе экспериментов по изучению экс-
трактов из почек свиньи [1]. С тех пор DAAO ста-
ла важным модельным объектом для ферментов 
класса флавопротеинов и активно используется 
на практике. Данный фермент содержит флавина-
дениндинуклеотид (FAD) в активном центре в ка-
честве кофактора, а также имеет кислородный ка-
нал, по которому молекулы кислорода попадают 
в активный центр. Отличительной структурной 
особенностью этого фермента является наличие 
укладки по Россману в FAD-связывающем до-
мене [2]. Ферменты класса флавопротеинов объ-
единяют следующие свойства: они используют 
кислород в окислительно-восстановительной ре-
акции и окисляют субстрат с помощью молекулы 
FAD или альтернативных кофакторов [3].

Гены, кодирующие оксидазы D-аминокислот, 
были обнаружены в геноме прокариот и эука-
риот. Наиболее изучены DAAO из дрожжей, по-
скольку они обладают наилучшими каталитиче-
скими параметрами и находят непосредственное 
практическое применение. Активно изучается 
DAAO человека (hDAAO) [4], так как она игра-
ет важную роль в метаболизме нейромедиато-
ра D-серина – коагониста N-метил-D-аспартат 
(NMDA) рецепторов [5]. Регуляция ее активности 
имеет медицинское значение, поэтому поиск со-
ответствующих ингибиторов представляет собой 
важную задачу для фармацевтики. Было установ-
лено, что пониженный уровень D-серина кор-
релирует с развитием шизофрении [6, 7], а по-
вышенный уровень D-серина наблюдается при 
боковом амиотрофическом склерозе (БАС) [8]. 
Схожую роль выполняют DAAO из почек свиньи 
(pkDAAO) [9]. Также были охарактеризованы ок-
сидазы из гепатопанкреаса карпа (ChDAAO) [10], 
нематоды Caenorhabditis elegans (ceDAAO) [11].

Особое внимание стоит уделить оксидазам 
D-аминокислот из микроорганизмов. DAAO были 
найдены как в бактериях, так и в дрожжах. В гено-
мах бактерий с помощью биоинформатического 
анализа было найдено более 200 генов, предполо-
жительно кодирующих оксидазы D-аминокислот, 
однако только 11 из них обладают значительной 
идентичностью аминокислотных последователь-
ностей с дрожжевыми DAAO (в диапазоне от 25 

до 31%) [12, 13]. DAAO имеют достаточно высо-
кую гомологию с другим функционально схожим 
ферментом глициноксидазой (GOX). Вследствие 
этого большое число генов DAAO аннотирова-
ны в геномах как GOX и наоборот. В основном 
найденные гены находятся в грамположитель-
ных актинобактериях, так как клеточная стен-
ка бактерий содержит производные D-аланина 
и D-глутамата, которые DAAO способна окис-
лять, разрушая тем самым клеточную стенку. 
Кроме того, пероксид водорода (один из продук-
тов реакции, катализируемой DAAO) является 
токсичным для бактерий из-за отсутствия у них 
пероксисом для безопасной утилизации высоко-
активных форм кислорода (ROS). Поэтому в бак-
териях чаще всего встречается FAD-содержащая 
дегидрогеназа D-аминокислот, которая способ-
на метаболизировать D-аминокислоты без уча-
стия кислорода. До 2022 г. были выделены и из-
учены всего три DAAO из бактерий Arthrobacter 
protophormiae (ApDAAO) [14], Rubrobacter 
xylanophilus (RxDAAO) [15] и Streptomyces 
coelicolor (ScDAAO) [16]. Нами с помощью раз-
работанного в нашей лаборатории биоинформа-
ционно-структурного подхода в геномах экстре-
мофильных бактерий были найдены еще 6 генов 
потенциальных DAAO, а также впервые в мире 
был найден ген DAAO в археях [17]. Были по-
строены модельные структуры. Их сравнение со 
структурами известных DAAO, а также деталь-
ный анализ структуры активных центров пока-
зали, что все семь ферментов относят именно к 
DAAO, а не к близкородственным глициноксида-
зам. Достоверность предсказания была подтверж-
дена на примере DAAO из Natronosporangium 
hydrolyticum ACPA39 (NhDAAO). Ген этого 
фермента был клонирован и экспрессирован в 
клетках E. coli. Рекомбинантная NhDAAO была 
активна с рядом D-аминокислот и не активна с 
глицином [17].

В эукариотах DAAO встречается намного чаще. 
Гены, предположительно кодирующие оксидазы 
D-аминокислот, были найдены почти во всех сек-
венированных геномах дрожжей. Ферментативная 
активность DAAO была обнаружена и описана в 
следующих видах дрожжей: Rhodotorula gracilis 
[18], Trigonopsis variabilis [19], Pichia pastoris 
[20], Fusarium solani [21], Candida boidinii [22], 
Fusarium oxysporum [23] и Rasamsonia.emersonii 
[24]. В нашей лаборатории были rлонированы 
шесть генов (пять DAAO и одна DASPO) из 
дрожжей Ogataea parapolymoerha DL-1 (ранее из-
вестные как Hansenula polymorpha). В настоящее 
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время эти гены экспрессированы в клетках E. coli 
и начато изучение свойств рекомбинантных фер-
ментов [25].

Обширное присутствие DAAO в дрожжах 
объясняется наличием у них особой органел-
лы – пероксисомы, в которой могут происхо-
дить окислительные процессы с образованием 
высокоактивных форм кислорода без ущерба 
для микроорганизма. В структуре дрожжевых 
DAAO часто присутствует специальная сиг-
нальная последовательность PTS1 (Ser-(Lys/His/
Arg)-Leu), которая связывается с рецепторами, 
отвечающими за доставку ферментов в перокси-
сомы. При экспрессии оксидазы D-аминокислот 
количество и размер пероксисом в дрожжах 
увеличивается. Это было показано на приме-
ре дрожжей Rhodotorula gracilis [20] и Candida 
boidinii [27]. Однако не все дрожжевые оксида-
зы D-аминокислот обладают пероксисомальной 
сигнальной последовательностью. Было пока-
зано (на примере дрожжей Candida boidinii и 
Hansenula polymorpha), что DAAO могут про-
являть активность и в цитозоле [53]. Экспрес-
сия DAAO индуцируется D-аминокислотами, 
причем для разных генов наилучшими явля-
ются разные индукторы. Например, для DAAO 
из дрожжей T. variabilis лучшие индукторы – 
D,L-Met; D,L-Ala; D,L-Leu и D,L-Val. Индук-
ция может быть вызвана также синтетическими 
D-аминокислотами, которые не метаболизиру-
ются [29].

Биологические роли оксидаз D-аминокислот 
очень разнообразны и различаются в разных 
организмах. Чем сложнее организм, тем более 
разнообразны роли  DAAO. Считается, что в 
микроорганизмах DAAO участвует в метабо-
лизме D-аминокислот, используя их в качестве 
источника азота и иногда углерода. У млекопи-
тающих DAAO выполняет чаще регуляторную 
функцию, отвечая за метаболизм гормонов и 
нейромедиаторов, которые представляют собой 
D-аминокислоты.

Изменение уровня D-аминокислот имеет 
большое влияние на организм в целом. Напри-
мер, было показано, что выключение гена daao и 
повышение концентрации D-аминокислот в тка-
нях мозга мышей улучшают пространственное 
обучение. Был проведен эксперимент по сравне-
нию скорости обучения мышей с нокаутом гена 
daao и обычных мышей в лабиринте Морриса, 
который является тестом на пространственное 
мышление и память у грызунов. Было обнару-
жено, что мыши с нокаутом гена daao имеют 

преимущество в этом тесте по сравнению с 
обычными мышами, что свидетельствует о бо-
лее высокой скорости пространственного 
обучения [30].

Наиболее активно изучаемой функцией 
DAAO у млекопитающих является регуляция 
уровня D-серина. Эта D-аминокислота является 
нейромедиатором, нейромодулятором рецепто-
ров N-метил-D-аспартат (NMDA) в мозгу. Окси-
даза D-аминокислот у человека имеет белок-ак-
тиватор G72, который регулирует ее активность. 
Было показано, что мутации в гене этого белка 
и в гене DAAO коррелируют с развитием ши-
зофрении. Повышение уровня экспрессии бел-
ка-активатора G72 приводит к повышению ак-
тивности DAAO, что в свою очередь приводит к 
понижению уровня D-серина и, соответственно, 
активности NMDA-рецепторов, которые выпол-
няют множественные функции в нейронах [31]. 
Помимо шизофрении нарушения активности 
DAAO связывают с болезнью Альцгеймера, так 
как повышенный уровень D-Ala в сером веще-
стве и спинномозговой жидкости коррелирует с 
развитием этой болезни [7].

Важной физиологической функцией DAAO 
является регуляция секреции гормонов. Одним 
из важнейших регуляторов секреции гормонов 
у млекопитающих является D-аспартат. Эта 
D-аминокислота регулирует секрецию мелато-
нина, пролактина, тестостерона, лютеинизиру-
ющего гормона и гормона роста. Соответствен-
но, нарушение его метаболизма может приво-
дить к большому числу разнообразных забо-
леваний. Также было показано, что D-аспартат 
накапливается с возрастом в хрящевой ткани, 
дентине и белом веществе, что может быть ис-
пользовано в качестве возрастного маркёра 
[32–34].

D-Phe является еще одной D-аминокислотой, 
которая играет важную роль в поддержании го-
меостаза. Возникновение и протекание многих 
заболеваний сопровождается изменением уров-
ня D-Phe. Эта D-аминокислота была найдена в 
самых разных жидкостях человека – от плазмы и 
мочи до спинномозговой и амниотической жид-
кости [35]. В случае болезни Альцгеймера изме-
няется уровень не только D-Ala, но и D-Phe [36]. 
Анализ образцов мочи беременных женщин с 
гестационным диабетом показал повышенный 
уровень этой D-аминокислоты [37]. D-Phe пред-
лагается использовать в качестве компонента 
лекарственных средств, например, при снятии 
синдрома похмелья [38].
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DAAO способна метаболизировать некано-
ничные D-аминокислоты в живых организмах. 
Одним из примеров служит нитроаргинин. 
Это соединение является ингибитором NO-
синтетазы – регулятора артериальной гипертен-
зии. Нитроаргинин существует в клетке в виде 
смеси L- и D-изомеров: изначально синтезиру-
ется нитро-D-аргинин, который затем превраща-
ется в биологически активный L-изомер. Этот 
процесс обеспечивается в том числе и с помощью 
оксидазы D-аминокислот [39].

DAAO, вероятно, является компонентом анти-
бактериальной системы в нейтрофилах, метабо-
лизирует экзогенные D-аминокислоты в печени и 
участвует в синтезе пептидных гормонов. Пред-
полагается, что DAAO участвует в метаболизме 
D-тиазолин-2-карбоксиловой кислоты в печени 
млекопитающих, которая является частью вну-
триклеточной сигнальной системы для различ-
ных гормонов [40].

В случае немлекопитающих одна из интерес-
ных функций DAAO заключается в регуляции 
осмотического давления у ракообразных и дву-
створчатых моллюсков. Показано, что в условиях 
солевого стресса эти типы организмов накапли-
вают в тканях D-аланин [41].

В связи с вышесказанным совершенно оче-
видно, что селективная детекция D-аминокислот 
в сложных биологических образцах является ак-
туальной и важной научной задачей. В послед-
ние два десятилетия активно разрабатываются 
различные ферментные и неферментные мето-
ды анализа. Преимущество DAAO заключается 
в ее практически абсолютной стереоспецифич-
ности именно к D-изомерам аминокислот. Это 
свойство очень важно, поскольку концентра-
ция L-аминокислот в образцах намного выше. 
По этой причине DAAO активно использует-
ся для детекции и определения концентрации 
D-аминокислот в разных условиях. Можно выде-
лить две основные сферы применения DAAO для 
анализа: пищевая промышленность и медицина. 
В пищевой промышленности DAAO использует-
ся для контроля процесса ферментации и детек-
ции бактериального заражения. Так как клеточ-
ная стенка бактерий состоит из пептидогликанов, 
включающих в себя D-аминокислоты, определе-
ние свободных D-аминокислот, в первую очередь 
D-аланина, может являться маркёром бактери-
ального лизиса. Одним из примеров биосенсора 
на основе DAAO, который применяют в пищевом 
производстве, является биосенсор, использующий 
двухферментную систему DAAO   пируватоксида-

за для специфичного определения D-аланина при 
мониторинге процесса ферментации.

 Определение концентрации D-аланина осу-
ществляется путем определения изменения кон-
центрации кислорода в реакционной смеси с по-
мощью кислородного электрода, так как и окси-
даза D-аминокислот и пируватоксидаза исполь-
зуют молекулярный кислород в качестве второго 
субстрата [42]. 

В медицине оксидаза D-аминокислот в ос-
новном используется для двух целей: контроль 
энантиомерной чистоты стереоселективных ле-
карственных препаратов и определения уровня 
D-аминокислот в физиологических жидкостях. 
Контроль за энантиомерной чистотой препара-
тов очень важен, так как часто только один из 
изомеров обладает терапевтическими свойства-
ми, а второй стереоизомер (например, талидо-
мид) может вызывать сильный отрицательный 
эффект. Одним из примеров применения оксида-
зы D-аминокислот в этой области является кон-
троль за энантиомерной чистотой препарата для 
лечения нарушений функций щитовидной желе-
зы – L–T4 ((+)–3,3′,5,5′-тетрадиодо-L-тиронин). 
Этот препарат выполняет роль прогормона для 
L–T3, в то время как его энантиомер D–T4, ко-
торый является побочным продуктом реакции 
синтеза L–T4, не проявляет никакой активно-
сти в щитовидной железе. Поэтому для контро-
ля чистоты получаемого препарата используют 
биосенсоры на основе оксидазы D-аминокислот 
[43]. Биосенсоры на основе DAAO используют 
также для детектирования D-пипеколовой кис-
лоты, которая является маркёром цирроза пече-
ни и хронической печеночной энцефалопатии 
[44].

Любой метод анализа должен обеспечивать 
селективное определение целевого анали-
та. В случае определения D-аминокислот с по-
мощью DAAO эта проблема легко решается при 
определении D-аспартата, поскольку во всех ор-
ганизмах имеется высокоспецифичная оксидаза 
D-Asp. В этом случае DAAO второго типа с ши-
рокой субстратной специфичностью не является 
идеальным ферментом. Например, RgDAAO име-
ет сравнимые каталитические параметры с D-Ser 
и D-Ala, в общем случае их селективная детекция 
при сравнимых значениях концентрации просто 
невозможна. Однако на основе этого фермента 
был предложен биосенсор для детекции D-Ser в 
спинномозговой жидкости [45]. Это стало воз-
можным потому, что в спинномозговой жидкости 
при норме уровень D-Ser в 10 раз выше такового 
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Т а б л и ц а  1

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-серином

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM-1с–1 Источник

OpaDAAO1 pH 8,0; 30 °C 93,6 20,6 4,54 с.д.

CbDAAO pH 8,0; 30 °C 77,3 33,7 2,29 [22]

TvDAAO pH 8,0; 30 °C 20 37 0,54 [50]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 3,0 3,3 0,909 [52]

hDAAO pH 8,3; 25 °C 2,83 3,6 0,787 [53]

ceDAAO pH 8,3; 37 °C 1,51 20 0,075 [51]

hDAAO pH 8,3; 37 °C 1,23 6,42 0,191 [51]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

Т а б л и ц а  2

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-аланином

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM-1с–1 Источник

OpaDAAO1 pH 8,0; 30 °C 240 6,3 38,1 с.д.

ReDAAO pH 8,0; 55 °C 189 2,7 69,9 [19]

CboDAAO pH 8,0; 30 °C 117 4,28 27,4 [22]

TvDAAO pH 8,0; 30 °C 109 17 6,54 [50]

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 83,3 0,8 102 [46]

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 81,3 1 81,3 [53]

ceDAAO pH 8,3; 37 °C 14,9 6,89 2,17 [51]

pkDAAO pH 8,5; 25 °С 7,33 1,7 4,33 [53]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 6,5 0,77 8,44 [52]

hDAAO pH 8,3; 25 °C 5,5 0,9 6,11 [53]

hDAAO pH 8,3; 37 °C 3,66 1,08 3,39 [51]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

для D-Ala. Проблема получения DAAO с необ-
ходимым спектром субстратной специфичности 
может быть решена с помощью методов белковой 
инженерии. Однако, несмотря на большие успехи 
современной науки в этой области, такой подход 
достаточно трудоемок и не всегда гарантирует 
успех. Например, эксперименты по получению 
мутантных RgDAAO для селективного определе-
ния D-Ser и D-Ala были начаты в 2002 г. [46] и 
завершились только в 2021 г. [47]. В нашей лабо-
ратории в 2012 г. также были получены мутант-
ные варианты TvDAAO, активные c D-Ser и не 
активные с D-Ala и наоборот [48]. Однако такие 

мутанты были получены нецеленаправленно, по-
скольку основной целью настоящей работы было 
улучшение каталитических параметров TvDAAO 
с цефалоспорином С.

Вторым более быстрым подходом является 
выбор на основании литературных данных фер-
мента с каталитическими свойствами, наиболее 
подходящими для анализа. На практике такая 
процедура оказывается не очень простой зада-
чей, поскольку определение параметров разны-
ми авторами проводилось в разных условиях. 
Кроме того, для разных субстратов данные при-
ведены в разных статьях. В связи с этим мы про-
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вели поиск по публикациям, в результате кото-
рого собрали и проанализировали каталитиче-
ские параметры для наиболее изученных DAAO. 
Данные представлены для D-аминокислот, 
определение которых наиболее востребо-
вано на практике. Это D-серин, D-аланин, 
D-аспартат, D-глутамат, D-метионин, D-пролин, 
D-фенилаланин и D-тирозин. Для удобстве так-
же приведены данные по окислению цефаоспо-
рина С с помощью как DAAO дикого типа, так 
и ее мутантов. Максимальная скорость была 
преобразована в наблюдаемую каталитическую 
константу с использованием молекулярной мас-
сы 40 кДа как средней для большинства DAAO. 
Если в анализируемой статье не были представ-
лены значения каталитической эффективности, 
мы пересчитывали их из констант Михаэлиса и 
наблюдаемых каталитических констант. Кроме 
того, в дополнение к известным ферментам для 
каждой D-аминокислоты приведены данные для 
новых OpaDAAO и OpaDASPO, которые были 
недавно получены в нашей лаборатории. Осо-
бо отметим, что для DAAO из термофильных 
дрожжей Rasamsonia emersonii [24] и бактерий 
Rubrobacter xylanophilus [15] параметры были 
определены при повышенной температуре (55 и 
60 оC соответственно). То же самое относиться 
и к DASPO из Thermomyces dupontii (TdDASPO) 
[49]. В таблицах условия проведения экспери-
мента для этих ферментов выделены полужир-
ным курсивом. Во всех таблицах данные отсо-
ртированы по уменьшению каталитической кон-
станты. Наиболее высокие значения каталити-
ческой эффективности выделены полужирным 
шрифтом. 

На основании  представленных данных мож-
но заключить, что дрожжевые оксидазы с боль-
шинством из изученных субстратов в среднем 
обладают большей каталитической эффективно-
стью, чем DAAO из млекопитающих, Исходя из 
спектров субстратной специфичности, DAAO 
можно разделить на две группы – одни фермен-
ты проявляют наилучшую активность с неболь-
шими неполярными субстратами, такими как 
D-серин и D-аланин (табл. 1, 2), другие более 
активны с D-аминокислотами с большими ги-
дрофобными боковыми радикалами. К первой 
группе относятся CbDAAO и новая OpaDAAO1, 
ко второй можно отнести TvDAAO, RgDAAO и 
ReDAAO. Отметим, что новая OpaDAAO1 име-
ет самую высокую каталитическую константу с 
D-Ala, однако лидером по каталитической эффек-
тивности с этим субстратом является RgDAAO. 

Отдельно стоит выделить D-аспартатоксидазы, 
которые проявляют активность исключительно 
с D-аминокислотами с отрицательно заряжен-
ными боковыми радикалами – D-аспартатом и 
D-глутаматом. Наилучше каталитичекие харак-
теристики с D-Asp показывает новая DASPO из 
дрожжей O. parapolymorpha DL-1 (OpaDASPO) 
(табл. 3). Однако высокие каталитические пара-
метры и с D-Glu (табл. 4) не позволяют ее ис-
пользовать в качестве универсального фермента 
для детекции D-Asp в присутствии сравнимых 
концентраций D-Glu. D-Met является «хоро-
шим» субстратом для большинства DAAO 
(табл. 5), что, вероятно, служит причиной ис-
пользования этой D-аминокислоты для опреде-
ления активности. Однако при использовании 
этого субстрата наблюдается сильное различие 
между ферментами с высокими каталитически-
ми константами и высокой каталитической эф-
фективностью. Похожая ситуация наблюдается 
и в случае D-Pro (табл. 6).

Интересная ситуация с активностью наблюда-
ется в случае DAAO с D-Phe и D-Tyr (табл. 7, 8). 
До недавнего времени фактически отсутствовали 
DAAO c D-Phe, обладающие хорошими харак-
теристиками. Особенно это заметно по катали-
тической эффективности. Однако клонирование 
и экспрессия гена OpaDAAO3 в клетках E. coli 
позволили получить высокоэффективный катали-
затор с этим субстратом. Здесь следует отметить 
высокое значение каталитической эффективно-
сти, поскольку этот параметр играет важную роль 
при создании биосенсоров.

В случае с D-Tyr в дополнение к ферменту 
из C. boidinii высокие показатели демонстриру-
ет DAAO из бактерий Rubrobacter xylanophilus 
[15] (табл. 8). RxDAAO имеет самую низкую 
константу Михаэлиса после OpaDAAO2, что и 
обеспечивает высокое значение каталитической 
эффективности.

Стоит также отметить, что многие оксидазы 
D-аминокислот проявляют активность и с не-
каноническими D-аминокислотами. Одним из 
самых известных неканонических субстратов 
DAAO является цефалоспорин С, из которого 
с помощью двустадийного биокаталитического 
процесса получают 7-аминоцефалоспорановую 
кислоту (7-АЦК), которая используется в каче-
стве исходного синтона для производства полу-
синтетических цефалоспориновых антибиотиков 
разных поколений. В данном случае безуслов-
ным лидером является TvDAAO (табл. 9). В силу 
практической важности и востребованности 
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Т а б л и ц а  3

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-аспартатом

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

OpaDASPO pH 8,0; 30 °C 81,5 0,44 184 с.д.

hDASPO pH 8,3; 37 °C 70,6 2,14 33 [51]

TdDASPO pH 7,5; 60 °C 123 8,77 14 [49]

ceDASPO-1 pH 8,3; 37 °C 26,1 5,54 4,71 [51]

ceDASPO-2 pH 8,3; 37 °C 9,49 4,2 2,26 [51]

ceDASPO-3 pH 8,3; 37 °C 2,51 3,81 0,658 [51]

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 0,48 18 0,0267 [46]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

Т а б л и ц а  4  

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-глутаматом

DAAO Условия 
измерения kcat., с

–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

OpaDASPO pH 8,0; 30 °C 47,8 0,61 78,4 с.д.

TdDASPO pH 7,5; 60 °C 217 2,16 100 [49]

ceDASPO-1 pH 8,3; 37 °C 35,4 1,06 33,4 [51]

ReDAAO pH 8,0; 55 °C 90,7 12,1 7,49 [19]

hDASPO pH 8,3; 37 °C 5,54 40 0,139 [51]

ceDASPO-2 pH 8,3; 37 °C 3,01 0,8 3,76 [51]

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 1,0 77,3 0,0133 [46]

ceDASPO-3 pH 8,3; 37 °C 0,76 0,68 1,12 [51]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

Т а б л и ц а  5

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-метионином

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

OpaDAAO3 pH 8,0; 30 °C 141 1,98 71,2 с.д.

CbDAAO pH 8,0; 30 °C 127 27,4 4,65 [22]

ReDAAO pH 8,0; 55 °C 120 0,213 562 [19]

TvDAAO pH 8,0; 30 °C 81,0 0,46 176 [50]

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 76,7 0,20 425 [46]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 6,83 0,65 10,5 [52]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.



80
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 2 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 2

Т а б л и ц а  6

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-пролином

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

RgDAAO pH 8,5; 25 °С 77,3 21,5 3,6 [46]

hDAAO pH 8,3; 25 °C 15 1,7 8,82 [53]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 10,3 0,56 18,5 [52]

OpaDAAO3 pH 8,0; 30 °C 14 46,9 0,3 с.д.

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

Т а б л и ц а  7

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-фенилаланином

DAAO Условия 
измерения kcat., с

–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

OpaDAAO3 pH 8,0; 30 °C 104 0,249 417,7 с.д.

TvDAAO pH 8,0; 30 °C 27 0,37 73 [50]

ceDAAO pH 8,3; 37 °C 25,1 2,72 9,21 [51]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 16,7 1,4 11,9 [52]

hDAAO pH 8,3; 37 °C 9,89 2,59 3,82 [51]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

Т а б л и ц а  8

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с D-тирозином

DAAO Условия измерения kcat., с
–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

CbDAAO pH 8,0; 30 °C 77,3 33,7 2,29 [22]

OpaDAAO2 pH 8,0; 30 °C 12,4 0,08 155 с.д.

RxDAAO pH 8,0; 60 °C 53 0,197 269 [15] 

ceDAAO pH 8,3; 37 °C 1,51 20 0,075 [51]

hDAAO pH 8,3; 25 °C 2,83 3,6 0,787 [53]

hDAAO pH 8,3; 37 °C 1,23 6,42 0,191 [51]

pkDAAO pH 8,3; 25 °C 3 3,3 0,909 [52]

TvDAAO pH 8,0; 30 °C 20 37 0,54 [50]

П р и м е ч а н и е: с.д. – собственные данные.

этого фермента для получения 7-АЦК разны-
ми исследователями были выполнены экспери-
менты по белковой инженерии для увеличения 
температурной и химической стабильности и 
каталитической активности. В настоящее вре-
мя самыми высокими показателями обладает 
мутантная TvDAAO с шестью аминокислот-
ными заменами [50].

При подведении итогов анализа каталитиче-
ских свойств DAAO и DASPO из разных источ-
ников следует отметить три важных момента.

1. Поиск генов новых оксидаз в геномах явля-
ется высокоэффективным и продуктивным под-
ходом для получения ферментов с нужными свой-
ствами. Наглядным примером является клониро-
вание в нашей лаборатории генов пяти DAAO 
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и одной DASPO из дрожжей O. parapolymorpha 
DL-1. Предложенный нами биоинформационно-
структурный подход отбора подходящих генов 
[17] позволяет повысить эффективность выбора, 
снизить число скринируемых генов для получе-
ния нужного результата, снижая таким образом 
трудоемкость и сокращая время поиска новых 
ферментов.

Т а б л и ц а  9  

Каталитические параметры оксидаз D-аминокислот с цефалоспорином С

Фермент Условия 
измерения kcat., с

–1 KM, мM kcat. / KM, мM–1с–1 Источник

CbDAAO pH 8,0;              
30 °C n.a. n.a. n.a. [53]

pkDAAO pH 8,5;                
25 °C 0,65 2,3 0,283 [53]

TvDAAO pH 8,5;                
25 °C 71,7 2,4 29,8 [53]

RgDAAO pH 8,5;                
25 °C 73,3 4 18,3 [53]

TvDAAO pH 8,0;              
30 °C 36 1,4 18 [50]

TvDAAO E32R/F33D/C108F pH 8,0;              
30 °C 1,15 25,5 22 [50]

TvDAAO E32R/F33D/F54S/C108F pH 8,0;              
30 °C 1,9 88 45 [50]

TvDAAO F54S/C108F/M156L pH 8,0;                   
30 °C 1,9 119 60 [50]

TvDAAO E32R/F33D/F54S/C108F/
M156L

pH 8,0;              
30 °C 1,6 106 66 [50]

TvDAAO E32R/F33D/F54S/C108F/
M156L/C298G

pH 8,0;                  
30 °C 0,8 65 79 [50]

TvDAAO E32R/F33D/F54S/C108F/
M156L/C298N

pH 8,0;              
30 °C 2,9 121 42 [50]

TvDAAO E32R/F33D/F54S/C108F/
M156L/C298Q

pH 8,0;                
30 °C 1,4 68 50 [50]

TvDAAO pH 8,0;              
30 °C 19 2,6 7,2 [54]

TvDAAO C108F pH 8,0;                  
30 °C 21 0,99 21,3 [54]

TvDAAO C108A pH 8,0;              
30 °C 23 0,71 31,8 [54]

TvDAAO C108S pH 8,0;              
30 °C 10,8 5,6 1,9 [54]

П р и м е ч а н и е: n.a. – активность отсутствует.

2. В литературе почти не обсуждается про-
блема того, что у большинства эукариотических 
оксидаз D-аминокислот максимум активности 
наблюдается при рН 8,0 и выше, в то время как 
оптимум стабильности находится при значении 
рН, равном приблизительно 7. Поэтому при по-
иске новых оксидаз следует уделять особое вни-
мание получению ферментов с одинаковыми рН-
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профилями стабильности и активности. В этом 
случае возможно длительное непрерывное изме-
рение концентрации целевой D-аминокислоты с 
помощью биосенсора. Результаты предваритель-
ных экспериментов показали, что некоторые но-
вые OpaDAAO имеют одинаковые рН-оптимумы 
активности и стабильности.

3. В настоящее время становится популяр-
ным поиск генов новых DAAO и DASPO в тер-

мофильных микроорганизмах. Однако фермен-
ты термофилов в обычных условиях (25–30 оС), 
как правило,  уступают по активности фермен-
там из мезофилов.  В то же время ферменты из 
мезофилов часто имеют достаточно высокую 
термостабильность. Например, новая DASPO 
из дрожжей O. parapolymorpha DL-1 по своей 
термостабильности превосходит все известные 
DASPO.
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