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Аннотация. Проведен рациональный дизайн дисульфидных связей в полиса-
харидмонооксигеназе P. verruculosum. Показано, что увеличение активности 
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турация полисахаридмонооксигеназы P. verruculosum является обратимой и 
фермент полностью восстанавливает активность после инкубирования при 
4 °С.
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Литические полисахаридмонооксигеназы – 
металл-зависимые ферменты, которые катализи-
руют окислительное расщепление природных по-
лисахаридов. Эти ферменты относятся к классу 
оксидоредуктаз (КФ 1.14.99.53−56) и действуют 
в основном на целлюлозу, крахмал, хитин, ксилан 
и ксилоглюкан, не проявляя строгой субстратной 
специфичности [1, 2]. Известные на данный мо-
мент литические полисахаридмонооксигеназы 
(или полисахаридмонооксигеназы (ПМО), что 
является эквивалентным названием) содержат в 
активном центре атом меди и способны исполь-
зовать О2 или H2O2 в качестве косубстратов в ре-
акциях с природными полисахаридами [3].

Наиболее исследуемое направление практи-
ческого применения ПМО – увеличение выхода 
сахаров в процессах конверсии лигноцеллюлоз-
ной биомассы при добавлении к комплексу цел-
люлолитических ферментов [4]. Так, мицелиаль-
ный гриб Penicillium verruculosum (Talaromyces 

verruculosus) продуцирует комплекс целлюлоли-
тических ферментов, эффективных для конвер-
сии лигноцеллюлозной биомассы [5]. В геноме 
этого микроорганизма был обнаружен ген lpmo1, 
кодирующий ПМО P. verruculosum, но не было 
обнаружено детектируемой концентрации ПМО 
в секретируемом комплексе ферментов. Гомоло-
гичная экспрессия lpmo1 в штамме-реципиенте 
P. verruculosum позволила получить секретируе-
мый комплекс ферментов с высоким (9‒57%) со-
держанием ПМО и повысить выход сахаров на 
11‒31% при гидролизе целлюлозосодержащих 
субстратов [6].

Дополнительное увеличение выхода сахаров 
при гидролизе лигноцеллюлозной биомассы до-
стигается в результате рационального дизайна 
ПМО, направленного на увеличение активности 
и термостабильности этих ферментов [4]. Од-
ним из эффективных подходов рационального 
дизайна является создание новых дисульфидных 
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связей (S‒S-связей). Было показано, что добав-
ление S‒S-связей в пространственную структу-
ру увеличивает активность и термостабильность 
ПМО Cellvibrio japonicus [7] и ПМО Streptomyces 
coelicolor [8]. Поэтому целью данной работы 
стал рациональный дизайн S‒S-связей в ПМО 
P. verruculosum для увеличения активности и ста-
бильности этого фермента.

Экспериментальная часть

Объект исследования. В работе исследовано 
влияние S‒S-связей на активность и стабильность 
ПМО P. verruculosum. Для ПМО P. verruculosum 
известна последовательность гена lpmo1 (номер 
в базе данных GenBank MK158950), кодирующе-
го этот фермент, и транслированная аминокис-
лотная (а.к.) последовательность [9]. N-концевая 
часть а.к. цепи зрелого фермента образует ката-
литический домен с известной кристаллической 
структурой (номер в базе данных PDB 7A8V). 
А.к. остатки на С-конце а.к. цепи (~80 а.к. остат-
ков) формируют свободный линкер без элементов 
вторичной структуры. Сообщалось, что линкер 
не влияет на ферментативную активность, но уве-
личивает термостабильность этого фермента [9]. 
В работе использован полноразмерный фермент 
с а.к. остатками 1‒307, включающий каталитиче-
ский домен и линкер.

Рациональный дизайн. Расчет теоретических 
S‒S-связей в ПМО P. verruculosum был выполнен 
с использованием Disulfi de by Design v.2.13 [10] и 
пространственной структуры PDB ID 7A8V. Кон-
сервативность а.к. остатков была определена по 
частоте встречаемости во множественном вырав-
нивании а.к. последовательностей, полученном с 
использованием Consurf [11].

Сайт-направленный мутагенез. Мутации, 
соответствующие а.к. заменам, были внесены в 
ген lpmo1, кодирующий ПМО P. verruculosum, 
с использованием метода QuickChange [12] и 

олигонуклеотидных праймеров (таблица). Для 
синтеза плазмидной ДНК с необходимыми му-
тациями использовали полимеразу Phusion 
High-fidelity PCR Kit (New England BioLabs Inc., 
Ipswich, MA, США). Матричную плазмиду рас-
щепляли с использованием эндонуклеазы MalI 
(SibEnzyme, Новосибирск, Россия). Плазмиды 
с внесенными мутациями трансформировали в 
компетентные клетки Escherichia coli XL-1 Blue 
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, США) 
с помощью методики трансформации [13], затем 
выделяли из клеток E. coli с использованием на-
бора реактивов (Евроген, Москва, Россия). По-
следовательность гена lpmo1 с внесенными му-
тациями подтверждали секвенированием ДНК 
[14].

Получение и культивирование штам-
мов-продуцентов. Для получения ПМО 
P. verruculosum и форм фермента с а.к. заменами 
использовали штамм-реципиент P. verruculosum 
B1-537 (niaD–) (ВКМ F-3972D, Всероссий-
ская коллекция микроорганизмов, Россия). 
P. verruculosum B1-537 (niaD–) не продуцирует 
ПМО в детектируемых количествах, что позво-
ляет использовать этот штамм-реципиент для 
гомологичной экспрессии lpmo1 [6]. Плазми-
ды, содержащие ген lpmo1 с внесенными мута-
циями, трансформировали в штамм-реципиент 
P. verruculosum B1-537 (niaD–) совместно с плаз-
мидой pSTA10 (niaD+) с использованием полиэти-
ленгликоль/CaCl2-метода [15]. Штаммы, получен-
ные в результате трансформации, культивировали 
в течение 6 суток при 32 °C в жидкой среде соста-
ва (г/л): KH2PO4 – 10,0; K2HPO4 – 1,0; (NH4)2SO4 – 
5,0; CaCl2·2H2O – 0,3; MgSO4·7H2O – 0,3; микро-
кристаллическая целлюлоза – 40,0; дрожжевой 
экстракт – 10,0; пшеничные отруби – 10,0. После 
культивирования проводили электрофорез куль-
туральной жидкости в полиакриламидном геле в 
денатурирующих условиях и выбирали штаммы-

Олигонуклеотидные праймеры, использованные для сайт-направленного мутагенеза

Аминокислотная замена Fwd-праймер Rev-праймер

V90С 5′-cacggcccttgcatctcctatc-3′ 5′-gataggagatgcaagggccgtg-3′

A130С 5′-caggcacatggtgctccgaccaac-3′ 5′-gttggtcggagcaccatgtgcctg-3′

D122С 5′-ctgatcgactgcaccacagttc-3′ 5′-gaactgtggtgcagtcgatcag-3′

G127С 5′-cacagttccatgcacatgggcttc-3′ 5′-gaagcccatgtgcatggaactgtg-3′

A166С 5′-cttcactcctgcgaaaacacagac-3′ 5′-gtctgtgttttcgcaggagtgaag-3′

A172С 5′-cacagacggctgccagaactac-3′ 5′-gtagttctggcagccgtctgtg-3′
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продуценты с наиболее интенсивной белковой 
полосой 35 кДа, соответствующей молекулярной 
массе ПМО P. verruculosum.

Выделение и очистка ферментов. Фермен-
ты, содержащиеся в культуральной жидкости, 
осаждали (NH4)2SO4 (степень насыщения 80%, 
4 °С) для отделения от компонентов питательной 
среды. Осадок отделяли центрифугированием, 
растворяли в стартовом буфере 20 мM 2-[бис-(2-
гидроксиэтил)амино]-2-(гидроксиметил)пропан-
1,3-диол (Bis-tris)/HCl (pH 6,8) и подвергали 
обессоливанию с использованием колонки Biogel 
P2 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, США). 
Фракционирование осуществляли методом анио-
нообменной хроматографии на колонке с носите-
лем Source 15Q (GE Healthcare, США) и элюента-
ми 20 мM Bis-tris/НСl и 20 мM Bis-tris/НСl, 0,5 М 
NaCl (pH 6,8). Дальнейшее обессоливание и кон-
центрирование полученных фракций проводили 
с использованием мембранных колонок VivaSpin 
500 (Sartorius Stedium biotech, Германия). Кон-
центрацию белка определяли спектрофотометри-
чески по поглощению при длине волны 280 нм. 
Коэффициент экстинкции рассчитывали с ис-
пользованием ProtParam [16]: 51130 М–1.см–1 для 
исходного фермента и 51255 М–1.см–1 для форм 
с а.к. заменами в предположении, что все пары 
остатков цистеина образуют S‒S-связи.

Электрофорез в полиакриламидном геле в 
денатурирующих условиях. Электрофорез в де-
натурирующих условиях проводили с исполь-
зованием пластин полиакриламидного геля с 
концентрирующим (4%) и разделяющим (12%) 
слоями в присутствии додецилсульфата натрия 
(ДДС-Na). Аликвоты ферментов предваритель-
но обрабатывали при 100 °С в течение 20 мин в 
присутствии или в отсутствие 1% ДДС-Na и 5% 
2-меркаптоэтанола (2-МЭ). 

Детекция сульфгидрильных групп. Нали-
чие свободных сульфгидрильных групп в ПМО 
P. verruculosum и формах с а.к. заменами про-
веряли модифицированным методом Элмана 
[17]. Реактив Элмана готовили растворением 
4 мг 5,5′-дитиобис-(2-нитробензойной кислоты) 
(Aldrich Chemical Company, Milwaukee, США) в 
2 мл 0,1 M универсального буфера Бриттона–Ро-
бинсона (pH 7,0).  Реакционная смесь содержа-
ла 30 мкл 0,1 M универсального буфера Бритто-
на‒Робинсона (pH 9,0), 10 мкл реактива Элмана, 
50 мкл 10 M гуанидин гидрохлорида («Диа-М», 
Москва, Россия) в 0,1 M универсальном буфере 
Бриттона‒Робинсона (pH 9,0) (или 50 мкл соот-
ветствующего буфера для реакции в отсутствие 

гуанидин гидрохлорида) и 10 мкл раствора фер-
мента с концентрацией 4 мг/мл. Измерения про-
водили в трех повторностях.

Дифференциальная сканирующая флуориме-
трия. Хромотроп 2B (динатриевая соль 2-(4-ни-
трофенилазо)хромотроповой кислоты) был ис-
пользован как флуоресцентный маркер. Флуорес-
ценцию возбуждали при λex = 300 нм и детекти-
ровали при λem = 600 нм. Скорость нагрева рас-
твора фермента составляла 1 °С/мин. Измерения 
проводили в 0,1 М Tris-HCl буфере (pH 7,5), что 
соответствовало рН-оптимуму активности ПМО 
P. verruculosum [9]. Концентрация фермента со-
ставляла 0,2 мг/мл.

Определение ферментативной активности. 
Активность ПМО P. verruculosum и форм с а.к. 
заменами определяли с использованием 2,6-ди-
метоксифенола (2,6-ДМФ, Thermo Fisher Scientif-
ic Inc., Waltman, MA, США) в качестве синтети-
ческого субстрата и H2O2 в качестве косубстрата 
[18, 19]. Реакционная смесь содержала 0,1 мл за-
пасного раствора 2,6-ДМФ (10 мМ), 0,1 мл запас-
ного раствора Н2О2 (1 мМ), 0,1 мл 1 М Tris-HCl 
(рН 7,5) и 0,6 мл дистиллированной воды. Смесь 
предварительно нагревали в течение 5 мин при 
30 °С в термостатируемой ячейке спектрофото-
метра. После добавления 0,1 мл раствора ПМО 
регистрировали поглощение раствора при 469 нм  
в течение 5 мин. Скорость ферментативной ре-
акции рассчитывали по концентрации хромоген-
ного продукта с использованием коэффициента 
экстинкции 53200 М–1см–1 [18]. Значение рН 7,5 
соответствовало рН-оптимуму активности ПМО 
P. verruculosum [9]. Измерения проводили в трех 
повторностях.

Исследование термостабильности. Для 
сравнения термостабильности форм ПМО P. ver-
ruculosum с а.к. заменами и исходного фермента 
аликвоты раствора ферментов инкубировали при 
температуре 30‒70 °С  в течение 15 мин в 0,1 М 
Tris-HCl (рН 7,5), после чего сразу переносили 
в реакционную смесь, содержащую 2,6-ДМФ и 
H2O2 и термостатируемую при 30 °С, для опре-
деления ферментативной активности. В альтер-
нативной схеме эксперимента к стадии инкуби-
рования при повышенной температуре 30‒100 °С 
добавляли стадию охлаждения аликвоты при 
4 °С в течение 30 с для устранения нагрева реак-
ционной смеси 2,6-ДМФ и H2O2 при смешивании 
с аликвотой, нагретой до 30‒100 °С. Измерения 
активности проводили в трех повторностях.

Исследование рефолдинга. Аликвоты фер-
мента нагревали в течение 15 мин при 100 °С в 
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0,1 М Tris-HCl (рН 7,5), затем охлаждали в течение 
30 с ‒ 20 ч при 4 °С. Через 30 с ‒ 20 ч измеряли 
ферментативную активность. Измерения прово-
дили в трех повторностях.

Результаты и их обсуждение

Рациональный дизайн S‒S-связей в ПМО 
P. verruculosum состоял из двух этапов. На пер-
вом этапе был выполнен расчет геометрической 
возможности образования S‒S-связи в простран-
ственной структуре этого фермента при а.к. заме-
нах на цистеин. На втором этапе из рассмотрения 
были удалены те а.к. замены, которые способны 
снизить активность или стабильность фермента 
из-за расположения в активном центре, высокой 
консервативности по результатам множественно-
го выравнивания а.к. последовательностей и сни-
жения жесткости а.к. цепи при удалении пролина 
или существующих S‒S-связей.

В пространственной структуре ПМО P. ver-
ruculosum (PDB ID 7A8V) условиям образо-
вания S‒S-связи с параметрами торсионного 
угла Cβ-Sγ-Sγ′-Cβ′, равными ‒87±30 град. или 
+97±30 град., и угла Cα-Cβ-Sγ с параметрами, 
равными 114,6±10 град., соответствовали 33 те-
оретические S‒S-связи, по результатам расчета 
Disulfi de by Design v.2.13. Допустимые значения 
параметров в расчете Disulfi de by Design v.2.13 
основаны на анализе S‒S-связей в природных 

белках [10, 20]. Две S‒S-связи из 33 теоретиче-
ски предположенных уже существуют в про-
странственной структуре ПМО P. verruculosum, а 
именно связи С56-С178 и С97-С101 (рис. 1). Для 
образования 20 теоретических S‒S-связей тре-
бовалась а.к. замена пролина на цистеин, замена 
консервативного а.к. остатка, замена а.к. остатка 
вблизи активного центра фермента или разруше-
ние S‒S-связей С56-С178 и С97-С101 для образо-
вания с одним из имеющихся остатков цистеина 
новой S‒S-связи. Кроме того, две теоретические 
S‒S-связи были расположены рядом с С56-С178 
и С97-С101 в пространственной структуре фер-
мента и могли влиять на их образование. Пере-
численные теоретические S‒S-связи были удале-
ны из рассмотрения из-за способности снизить 
активность и стабильность ПМО P. verruculosum. 
Из девяти оставшихся теоретических S‒S-связей 
шесть были расположены в С-конце каталити-
ческого домена или на поверхности белковой 
глобулы. Три S‒S-связи, а именно С90-С130, 
С122-С127 и С166-С172, напротив, располага-
лись в центральной части каталитического доме-
на и были погружены внутрь белковой глобулы 
(рис. 1).

А.к. замены D122C/G127C и A166C/A172C 
располагались в петлях, которые окружают 
активный центр фермента, а замены V90C/
A130C – соединяли β-тяж и α-спираль (рис. 1). 

Рис. 1. Пространственная структура ПМО P. verruculosum. Сайты аминокислот-
ных замен D122/G127 и A166/A172 расположены в петлях, которые окружают 
активный центр фермента, а сайты V90/A130 – в N-концах β-тяжа и α-спирали 
соответственно. В структуре фермента есть две S–S-связи C56-C178 и C97-C101. 

Атом меди в активном центре показан в виде шара
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А.к. замены D122C/G127C также находились 
в одном из наиболее подвижных участков а.к. 
цепи ПМО P. verruculosum, в отличие от а.к. замен 
V90C/A130C и A166C/A172C (рис. 2). Ранее сооб-
щалось, что добавление S‒S-связей в подвижные 
участки а.к. цепи позволяет увеличить стабиль-
ность ряда ферментов и может рассматриваться 
как эффективный подход для рационального ди-
зайна [10, 20].

Нуклеотидные мутации, соответствовавшие 
двойным а.к. заменам V90C/A130C, D122C/G127C 
и A166C/A172C, были внесены в ген lpmo1 мето-
дом сайт-направленного мутагенеза с использо-
ванием олигонуклеотидных праймеров (таблица). 
Ферменты с а.к. заменами были выделены мето-
дом анионообменной хроматографии. 

Электрофорез в полиакриламидном геле по-
зволил детектировать различия в простран-
ственной структуре исходного фермента ПМО 
P. verruculosum и форм с а.к. заменами, ПМО 
V90C/A130C, ПМО D122C/G127C и ПМО 
A166C/A172C. В случае исходного фермента 
кипячение аликвот раствора фермента при 
100 °С в течение 20 мин в присутствии или 
в отсутствие ДДС-Na и 2-МЭ приводило к 
получению белковой полосы массой 35 кДа 
(рис. 3), что соответствовало теоретической 
массе гликопептида ПМО P. verruculosum. Тео-

ретическая молекулярная масса белковой части 
ПМО P. verruculosum составляет 31,7 кДа. Ка-
талитический домен ПМО P. verruculosum со-
держит также три сайта N-гликозилирования  
и четыре сайта О-гликозилирования, в соот-
ветствии с кристаллической структурой PDB 
ID 7A8V. Для ферментов, продуцируемых ми-
целиальными грибами рода Penicillium, описано 
N-гликозилирование состава (Man)0-15(GlcNAc)2 
или (GlcNAc)1-2, где Man и GlcNAc – остатки ман-
нозы и N-ацетилглюкозамина [21–24], что согла-
суется с увеличением молекулярной массы ПМО 
P. verruculosum с 31,7 кДа для белковой части до 
35 кДа для гликопептида.  Несмотря на наличие в 
пространственной структуре исходного фермен-
та двух S–S-связей, действие 2-МЭ не влияло на 
положение белковой полосы (рис. 3). Одинаковая 
молекулярная масса в присутствии и в отсутствие 
2-МЭ, а также соответствие наблюдаемой моле-
кулярной массы теоретической массе гликопепти-
да позволили предположить, что восстановление 
S–S-связей в ПМО P. verruculosum под действием 
2-МЭ было обратимым. Повторное образование 
S–S-связи из двух сульфгидрильных групп цисте-
ина возможно, если остатки цистеина сохраняют 
близкое положение в пространстве даже при 
термоденатурации фермента [25]. Для ПМО 
V90C/A130C и ПМО A166C/A172C, напротив, 

Рис. 2. Значение В-фактора для аминокислотных остатков в пространственной структуре ПМО 
P. verruculosum (PDB ID 7A8V): 1 – все атомы, 2  – пептидный остов
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отсутствие 2-МЭ приводило к снижению де-
тектируемой молекулярной массы. Нагревание 
ПМО V90C/A130C и ПМО A166C/A172C в при-
сутствии ДДС-Na и 2-МЭ приводило к получе-
нию белковой полосы 35 кДа, эквивалентной по-
лосе для исходного фермента (рис. 3). Таким об-
разом, восстановление S–S-связей V90C/A130C 
и A166C/A172C в присутствии 2-МЭ было необ-
ратимым в условиях проведения электрофореза.

Для ПМО D122C/G127C, аналогично исход-
ному ферменту, действие 2-МЭ не влияло на 
положение белковой полосы (рис. 3). Это по-
зволило предположить, что восстановление S–S-
связи D122C/G127C было обратимым, как и вос-
становление двух нативных связей С56-С178 и 
С97-С101 в исходном ферменте. При нагревании 
аликвот всех форм фермента с а.к. заменами в от-
сутствие ДДС-Na и 2-МЭ были получены бел-
ковые полосы меньшей молекулярной массы, 
чем в случае исходного фермента, что под-
тверждает большую компактность белковых 
глобул и образование S–S-связей в случае а.к. за-
мен V90C/A130C, D122C/G127C и A166C/A172C 
(рис. 3).

Образование S–S-связей между остатками ци-
стеина и отсутствие свободных сульфгидрильных 

Рис. 3. Электрофорез в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях (1 – исходный фермент 
ПМО P. verruculosum, 2 – ПМО V90С/A130С, 3 – ПМО D122С/G127С, 4 – ПМО A166С/A172С). 
Условия пробоподготовки: кипячение при 100 °С в течение 20 мин в присутствии или в отсутствие 
додецилсульфата натрия (ДДС-Na) и 2-меркаптоэтанола (2-МЭ). Крайние полосы на пластине геля 

соответствуют маркеру молекулярной массы в кДа

групп в ПМО V90C/A130C, ПМО D122C/G127C 
и ПМО A166C/A172C было также подтверждено 
методом Элмана. Как исходный фермент, так и 
формы с а.к. заменами не давали окрашенного 
продукта при инкубировании с реактивом Эл-
мана. Предварительный нагрев аликвот форм 
фермента при 100 °С в течение 15 мин, а так-
же нагрев при 100 °С в течение 15 мин в при-
сутствии денатурирующего агента гуанидин ги-
дрохлорида не приводили к положительной реак-
ции, протекающей при взаимодействии реактива 
Элмана с сульфгидрильной группой.

Для сравнения ферментативной активности 
форм ПМО с а.к. заменами и активности исход-
ного фермента была использована катализируе-
мая ПМО реакция окисления 2,6-ДМФ в присут-
ствии H2O2 в качестве косубстрата. В этой реак-
ции из синтетического субстрата 2,6-ДМФ и H2O2 
образуется хромогенный продукт, детектируемый 
спектрофотометрически, что делает метод опре-
деления активности ПМО быстрым и чувстви-
тельным [18, 19].

Ферментативная активность ПМО V90C/A130C 
и ПМО D122C/G127C при 30 °С превосходила ак-
тивность исходного фермента в 1,7 и 1,9 раз со-
ответственно. При этом активность ПМО 
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A166C/A172C была эквивалентна активности 
исходного фермента. Увеличение активности 
для двух из трех форм фермента с а.к. заменами 
коррелировало с расположением добавленных 
S–S-связей в пространственной структуре ПМО. 
S–S-связи V90C/A130C и D122C/G127C ограни-
чивают один из самых подвижных участков в а.к. 
цепи ПМО, в отличие от A166C/A172C (рис. 2). 
Кроме того, участок а.к. цепи V90‒A130 на-
ходится рядом с активным центром фермента 
(рис. 1).

Увеличение активности, полученное для ПМО 
V90C/A130C и ПМО D122C/G127C, было анало-
гично эффекту, известному для а.к. замен N78C/
H116C в ПМО C. japonicus [7]. В случае ПМО 
C. japonicus, S–S-связь был добавлена в под-
вижные участки в пространственной структуре 
и позволила увеличить в 1,5 раза ферментатив-
ную активность в реакции с 2,6-ДМФ и H2O2 [7]. 
Если увеличение активности ПМО в результате 
а.к. замен V90C/A130C и D122C/G127C можно 
объяснить большей стабильностью простран-
ственной структуры, то влияние этих а.к. замен 
на термостабильность фермента оказалось более 

многофакторным. По результатам дифференци-
альной сканирующей флуориметрии температу-
ра плавления Tпл., определяемая как температура 
для 50% от максимального значения на кривой 
роста интенсивности флуоресценции, состави-
ла соответственно 94,2±0,1; 95,0±0,1; 94,3±0,1 
и 96,3±0,1 °С для исходного фермента и форм 
с а.к. заменами V90C/A130C, D122C/G127C и 
A166C/A172C (рис. 4). При этом форма кривых 
на графике зависимости интенсивности флуо-
ресценции от температуры отличалась для ис-
ходного фермента и форм с а.к. заменами, что 
свидетельствует об изменении динамики дена-
турации. Для двух форм (ПМО V90C/A130C и 
ПМО D122C/G127C) наблюдалось значитель-
ное расширение пика. Отметим, что для этих же 
форм было обнаружено увеличение фермента-
тивной активности при 30 °С в 1,7‒1,9 раз.

При термоинактивации только для ПМО 
D122C/G127C наблюдалась большая остаточная 
активность при 60 и 70 °С. Две другие формы 
фермента (ПМО V90C/A130C и ПМО A166C/
A172C) были менее стабильны, чем исходный 
фермент (рис. 5). По литературным данным, 

Рис. 4. Дифференциальная сканирующая флуориметрия ПМО P. verruculosum и форм фермента 
с а.к. заменами V90С/A130С, D122С/G127С и A166С/A172С
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S–S-связь N78C/H116C увеличивала термо-
стабильность ПМО C. japonicus в три раза при 
60 °С [7], а комбинация S–S-связей A143C/P183C 
и S73C/A115C в ПМО S. coelicolor – в два раза при 
80 °С [8].

Как исходный фермент, так и формы с а.к. за-
менами сохраняли менее 30% активности после 
инкубирования при 70 °С. В данном экспери-
менте исследования были проведены в диапа-
зоне температуры 30‒70 °С. Аликвоты раствора 
фермента инкубировали при 30‒70 °С в течение 
15 мин, после чего сразу переносили в реакци-
онную смесь с 2,6-ДМФ и H2O2, термостатиру-
емую при 30 °С, для определения ферментатив-
ной активности. Соотношение объема аликвоты 
и общего объема реакционной смеси составляло 
1:10, что нивелировало различие в температуре 
аликвоты и реакционной смеси. Однако, если к 
стадии инкубирования фермента при повышен-
ной температуре 30‒100 °С добавить стадию 
охлаждения при 4 °С в течение 30 с для устра-
нения дополнительного нагрева реакционной 
смеси при смешивании с аликвотой, то форма 
кривых принципиально меняется (рис. 6). Исход-
ный фермент демонстрировал почти 100% ак-
тивности в температурном диапазоне 30‒85 °С. 
Все формы с а.к. заменами показали в этой схе-

Рис. 5. Остаточная активность ПМО P. verruculosum и форм фермента с а.к. заменами 
V90С/A130С, D122С/G127С и A166С/A172С после 15 мин инкубирования при темпе-

ратуре 30‒70 °С

ме эксперимента меньшую остаточную актив-
ность, чем исходный фермент. При этом кривые 
для ПМО V90C/A130C и ПМО D122C/G127C 
были сходны и превышали кривую для ПМО 
A166C/A172C (рис. 6).

Увеличение до 20 ч продолжительности инку-
бирования при 4 °С после 15 мин термоинакти-
вации при 100 °С позволило полностью восста-
новить активность как исходного фермента, так 
и форм с а.к. заменами (рис. 7). Скорость вос-
становления активности отличалась для исход-
ного фермента и форм с а.к. заменами. Если ис-
ходный фермент за 10 мин инкубирования при 
4 °С полностью восстанавливал активность, 
то ПМО V90C/A130C, ПМО D122C/G127C 
и ПМО A166C/A172C – только 75±5, 90±6 и 
68±5% соответственно.

Способность восстанавливать пространствен-
ную структуру и ферментативную активность при 
охлаждении после термоденатурации известна, 
например, для ПМО Thermoascus aurantiacus [26] 
и нескольких ПМО, продуцируемых Cellulomonas 
fl avigena и C. fi mi [27]. В ПМО T. aurantiacus S–S-
связи сохранялись при термоденатурации и были 
необходимы для повторного рефолдинга [26]. В то 
время как для ПМО C. flavigena и C. fimi было 
продемонстрировано, что атом меди в активном 
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Рис. 7. Активность ПМО P. verruculosum и форм фермента с а.к. заменами V90С/A130С, 
D122С/G127С и A166С/A172С после 15 мин термоинактивации при 100 °С с последующим 

охлаждением в течение времени от 30 с до 20 ч при 4 °С

Рис. 6. Остаточная активность ПМО P. verruculosum и форм фермента с а.к. заменами 
V90С/A130С, D122С/G127С и A166С/A172С после 15 мин инкубирования при температуре 

30‒100 °С с последующим охлаждением в течение 30 с при 4 °С
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центре поддерживает пространственную струк-
туру, обеспечивая термостабильность и рефол-
динг после термоденатурации [27]. Эти лите-
ратурные данные согласуются с результатами, 
ранее полученными для ПМО P. verruculosum. 
Удаление атома меди из пространственной струк-
туры ПМО P. verruculosum снижало температуру 
плавления фермента на 10‒11 °С [9].

Таким образом, для ПМО P. verruculosum и 
форм этого фермента с а.к. заменами V90C/A130C, 
D122C/G127C и A166C/A172C была обнаружена 
способность полностью восстанавливать фермен-
тативную активность после термоденатурации. 
Наблюдаемые зависимости остаточной активно-
сти от температуры инкубации отражали сумму 
двух противоположных процессов: термоденату-
рации при нагревании и рефолдинга при охлажде-
нии. Из трех форм с а.к. заменами наибольшую 
скорость восстановления активности проявля-
ла форма с заменами D122C/G127C (рис. 7), 
что коррелировало с наибольшей остаточной ак-
тивностью при термоинактивации при 30‒70 °С 
без стадии охлаждения (рис. 5) и наименьшим 
изменением Tпл. (рис. 4). А.к. замены D122C/
G127C повысили термостабильность ПМО при 

60 и 70 °С, при этом увеличили и ферментатив-
ную активность при 30 °С в 1,9 раз. Положитель-
ное влияние этих замен может быть связано с уни-
кальным расположением S–S-связи D122C/G127C 
в пространственной структуре фермента. Петля 
из а.к. остатков 122‒127 является одной из самых 
подвижных в пространственной структуре (рис. 
2), при этом она достаточно короткая для того, что-
бы оставаться независимой от остальной белковой 
глобулы в процессах фолдинга и денатурации.

Другая S–S-связь (V90C/A130C) охватывает 
ту же петлю 122‒127, что и D122C/G127C, но 
включает еще и четыре коротких β-тяжа и две 
310-спирали. А.к. замены V90C/A130C увели-
чили ферментативную активность при 30 °С 
в 1,7 раз и увеличили Tпл.  на 0,8 °С, однако 
общее увеличение жесткости белковой глобу-
лы снизило скорость рефолдинга после тер-
моденатурации (рис. 7). А.к. замены A166C/
A172C привели к наибольшему увеличению 
Tпл., а именно на 2,1 °С, что коррелировало с 
наибольшим среди форм с а.к. заменами сни-
жением скорости рефолдинга после термоде-
натурации в результате увеличения жесткости 
белковой глобулы (рис. 7).
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