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ВЛИЯНИЕ  (S)-β-(N-БЕНЗИЛАМИНО)АЛАНИНА  НА  АМИНО-
ТРАНСФЕРАЗУ  АМИНОКИСЛОТ  С  РАЗВЕТВЛЕННОЙ  ЦЕПЬЮ 

BREVIBACTERIUM  FLAVUM  И  АРОМАТИЧЕСКУЮ АМИНОТРАНС-
ФЕРАЗУ  CITROBACTER  FREUNDII 

 
Исследовалось влияние небелковых аминокислот на активность амино-

трансферазы аминокислот с разветвленной цепью B. flavum и аромати-
ческую трансаминазу C. freundii. В работе показано, что (S)-β-(N-бензил-
амино)аланин ингибирует оба фермента. В первом случае значение 
IC50=1,35 мM, во втором – 3,8 мM. Выявлен механизм ингибирования 
исследуемых ферментов (S)-β-(N-бензиламино)аланином: аминотрансфераза 
аминокислот с разветвленной цепью ингибируется по механизму смешан-
ного типа, а ароматическая трансаминаза – конкурентного типа. Изучение 
механизмов ингибирования имеет важное значение при использовании 
аминотрансфераз для повышения продукции аминокислот. 

 
 Введение. Реакции, катализируемые аминотрансферазами (АТ), занима-

ют ключевые позиции в биосинтезе различных аминокислот у многих микро-
организмов. Особое внимание уделяется исследованиям ферментов корине-
бактерий, продуцирующих глутамат, на основе которых сконструированы 
штаммы-продуценты, широко используемые в производстве L-аминокислот.  

АТ аминокислот с разветвленной цепью участвуют в биосинтезе гидро-
фобных аминокислот (лейцина, изолейцина и валина). АТ, катализирующие 
реакции между аспартатом и глутаминовой кислотой у Brevibacterium flavum, 
играют важную роль как в биосинтезе аспартата, так и в использовании глута-
мата в качестве источника углерода и азота [1]. Менее изучены АТ, взаимо-
действующие с L-аланином. Реакция трансформации пирувата в аланин осу-
ществляется ферментами AlaT и AvtA, при этом реакция с участием AlaT 
глутамат-зависима, в то время как реакция, катализируемая AvtA, L-валин-зави-
сима [2]. Трансаминаза В (IlvE) является единственным ферментом Coryne-
bacterium glutamicum, участвующим на стадии трансаминирования биосинтеза 
трех аминокислот с разветвленной цепью. Показано, что повышение активности 
этого фермента приводит к суперпродукции валина у  C. glutamicum [3, 4].  

Недавно на основе анализа последовательности генома C. glutamicum 
произведен функциональный анализ всех белков, относящихся к АТ. Среди 
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выявленных 20-и предполагаемых АТ наиболее явными пиродоксаль-5'-фос-
фат-зависимыми ферментами оказались AlaT, AvtA, (IlvE) и AroT. Aромати-
ческая АТ вместе с AroT и IlvE участвуют в биосинтезе фенилаланина [5]. 
Ароматические трансферазы, выделенные из C. glutamicum и B. flavum, обла-
дают способностью трансформировать префенат, фенилпируват и 4-гидро-
ксифенилпируват – промежуточные соединения биосинтеза соответствую-
щих ароматических аминокислот.  

Трансаминирование фенилпирувата является одним из удачных спосо-
бов получения L-фенилаланина. Реакция  может осуществляться как в живых 
микроорганизмах, так и в иммобилизованных клетках и ферментах. Известен 
способ превращения фенилпирувата в L-фенилаланин с применением таких 
микроорганизмов, как Citrobacter freundii [6]. Конструирование продуцентов 
аминокислот основано на усилении потока промежуточных соединений в 
сторону биосинтеза целевой аминокислоты. Такое усиление достигается вве-
дением в исходные штаммы регуляторных мутаций, мутаций, приводящих к 
ауксотрофности, а также повышением уровня экспресии генов ключевых 
ферментов биосинтеза с помощью генных технологий. В получении регуля-
торных мутантов важную роль играют аналоги аминокислот.  Исследование 
действия небелковых аминокислот и пептидов на их основе на активность АТ 
ароматических аминокислот и аминокислот с разветвленной цепью прежде 
всего позволяет выявить механизм действия этих ферментов. В случае амино-
трансфераз C. glutamicum и B. flavum такие исследования имеют важное зна-
чение как для получения суперпродуцентов вышеуказанных аминокислот, 
так и эффективных штаммов для биотрансформации. В настоящей работе 
представлены данные по исследованию действия небелковых аминокислот на 
аминотрансферазы. Впервые показано ингибирование обоих исследуемых транс-
фераз (S)-β-(N-бензиламино)аланином и выявлены механизмы ингибирования. 

Материалы и методы. 
Небелковые аминокислоты синтезированы сотрудниками НИИ 

“Биотехнология” и химического факультета ЕГУ: β-имидазолил-(R)-аланин, 
β-имидазолил-(S)-аланин, α-метил-(R)-фенилаланин, α-метил-(S)-фенилала-
нин, (R)-аллилглицин, (S)-аллилглицин, (S)-α-аллилаланин, (R)-α-аллилала-
нин, β-(R)-изовалин, β-(S)-изовалин, p-фтор-(R)-фенилалaнин, p-фтор-(S)-
фенилаланин, (R)-гидроксивалин, (S)-гидроксивалин, (2R,3S)-β-гидроксилей-
цин, (2S,3R)-β-гидроксилейцин, (S)-O-метилсерин, (R)-O-метилсерин, транс-
(S)-3-метилпролин, алло-O-метилтреонин, алло-O-этилтреонин, (S)-β-(N-бен-
зиламино)аланин, (S)-β-(S-тиоэтанол)аланин, (S)-O-бензил-α-тирозин, (S)-O-  
-бензил-α-метилтирозин, (S)-(N,N’-диметиламино)аланин, (S)-β-(N-этанол-
амино)аланин, (S)-β-(N-метиламино) аланин, β-(N,N-диэтаноламино)аланин. 

Штаммы Brevibacterium flavum АТСС 14067 (дикий тип) и Citrobacter 
freundii 62 взяты из коллекции культур НИИ “Биотехнология”. Штамм Citro-
bacter  freundii  62  выращивали  на  среде  следующего  состава: 1 % пептона, 
1% дрожжевого экстракта, 0,5% КН2РО4, 0,001% FeSO4, 0,05% MgSO4, 0,01% 
пиридоксина, рН 7,3. Штамм  Brevibacterium flavum АТСС 14067 выращивали 
на среде следующего состава: 10% глюкозы, 2% (NH4)2SO4, 0,1% КН2РО4, 
0,03% MgSO4, 2% СаСО3, рН 7,0. СаСО3  осаждали центрифугированием при 
500–1000 об/мин. 
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Активность аминотрансферазы аминокислот с разветвленной цепью 
определяли в клеточных экстрактах Brevibacterium flavum АТСС 14067, полу-
ченных путем разрушения клеток  ультразвуком (Ultrasonic Processor, “Cole-
Parmer”) [7]. Культуру высевали в 5 мл среды, инкубировали на качалке 18 ч 
при 300С, затем переносили в 50 мл той же среды и инкубировали 18 ч в тех 
же условиях. Выросшую культуру осаждали при комнатной температуре при 
5000 g. Клетки суспендировали в 1 мл буфера, содержащего 100 мM трис-HCl 
(pH 8,3), 0,2 мM фенилметилсульфонил фторида (PMSF), 0,05 мM пиридок-
саль фосфата, 5 мM меркаптоэтанола, 1 мM ЭДТА. Разрушение клеток ультра-
звуком проводили в следующем режиме: 200 Вт, 30 с, 40 раз. Клеточные оскол-
ки (дебрис) осаждали при 10 000 об/мин на центрифуге фирмы “Эппендорф”. 

Определение активности аминотрансферазы с разветвленной цепью  
проводили в 0,4 мл реакционной смеси следующего состава: 50 мM HEPES 
(pH 7,6), 50 мM L-валина, 5 мM 2-кетоглутарата и 0,1 мM пиридоксаль-5’-      
-фосфата. Реакцию проводили при температуре 300С. Образовавшуюся в ходе 
реакции L-глутаминовую кислоту определяли при помощи сопряженной 
реакции восстановления НАД в трис-гидразиновом буфере (pH 8,9), катали-
зируемой глутаматдегидрогеназой. 

Активность ароматической аминотрансферазы Citrobacter freundii 62  
определяли модифицированным методом [8]. Культуру выращивали на 
вышеуказанной среде. Обработку клеток ультразвуком проводили в буфере, 
содержащем 50 мM трис- HCl (pH 8,3),  0,2 мM PMSF, 0,05 мM пиридоксаль 
фосфата, 1 мM ЭДТА. 

Определение  активности  ароматической  трансферазы  проводили  в 
0,4 мл  реакционной  смеси  следующего  состава:  50 мM  трис-HCl (pH 7,6), 
50 мM L-фенилаланина, 5 мM 2-кетоглутарата и 0,1 мM пиридоксаль-5’-фос-
фата. Реакцию проводили при 300С. Образовавшуюся в ходе реакции фенил-
пировиноградную кислоту определяли в щелочных условиях фотометрически 

1 1
320( 17600 )М смε − −= ⋅ . 

Результаты и обсуждение. Для выявления ингибирующего действия 
исследуемых небелковых аминокислот на активность аминотрансфераз реак-
ции трансаминирования проводили в реакционной среде, содержащей 5 мM 
тестируемых соединений. Из всех ислледованных соединений ингибирую-
щим воздейстивием обладали (S)-β-(N-бензиламино)аланин и (S)-β-(N-метил-
амино)аланин (см. таблицу).  
 
Ингибирование аминотрансферазы аминокислот с разветвленной цепью Brevibacterium flavum 

АТСС 14067  и ароматической  трансферазы  Citrobacter freundii 62 
 

Небелковая аминокислота  Фермент Ингибирование, 
% 

IC50, 
мM 

 (S)-β-(N-бензиламино)аланин аминотрансфераза аминокислот с 
разветвленной цепью 69,2 1,35 

 (S)-β-(N-бензиламино)аланин аминотрансфераза ароматических 
аминокислот 59,4 3,80 

 L-β-(метиламино)аланин аминотрансфераза аминокислот с 
разветвленной цепью 57,0 >5 
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Для измерения IC50 активность фермента определялась в присутствии 
различных концентраций ингибитора. Результаты приведены на рис. 1. 

 
y = –0,8715x3+10,088x2–38,952x+100,03 y = –0,7294x3+10,028x2–49,372x+100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                            а                                                                                     б 
 

Рис. 1. Ингибирование аминотрансферазы аминокислот с разветвленной  цепью из B. flavum  (а)   
и  ароматической  трансферазы  C. freundii (б) (S)-β-(N-бензиламино)аланином. 

 
Как видно из графиков, ингибирование аминотрансферазы аминокис-

лот с разветвленной цепью (S)-β-(N-бензиламино)аланином сильнее (IC50= 
=1,35 мM) ингибирования тем же соединением аминотрансферазы аромати-
ческих аминокислот (IC50= =3,8 мM).  

Механизм ингибирования аминотрансфераз бензиламиноаланином. Для выяв-
ления механизма ингибирования аминотрансферазы аминокислот с разветвленной 
цепью активность фермента измеряли в диапaзоне концентраций аминокислоты-
субстрата [S]=1–10 мМ и ингибитора [I]=0–0,5 мМ. В случае аминотрансфе-
разы ароматических аминокислот измерения активности  проводили в диапa-
зоне концентраций  аминокислоты-субстрата 1–10 мМ и ингибитора 0–5 мМ.  

Кинетику ингибирования определяли графически по профилю зависи-
мостей 1/V–[I] и [S]/V–[I], а также расчетным способом по специально разра-
ботанной программе. Значение константы ингибирования (KI) и ее стандарт-
ную ошибку, а также значения KM и Vмакс и их стандартные ошибки рассчи-
тывали методом многомерной линейной регрессии по модифицированной 
методике [9]. Экспериментальная серия содержала 16 независимых  измере-
ний. Результаты представлены на рис. 2. 

 

 
                                                             

 
Рис. 2. Кинетика ингибирования аминотрансферазы аминокислот с разветвленной цепью        
B. flavum  (S)-β-(N-бензиламино)аланином.  Зависимости  1/V  (а)  и   [S]/V  (б) от концентрации  

ингибитора. Концентрации L-валина: 1 – 10;  2 – 5; 3 – 2; 4 – 1 мМ. 
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Из рис. 2 следует, что (S)-β-(N-бензиламино)аланин ингибирует  амино-
трансферазу аминокислот с разветвленной цепью B. flavum по механизму 
смешанного типа с KМ=2,78±0,58 (мМ) (субстрат – L-валин) и константами 
ингибирования K1=0,23±0,14 (мМ); K2=0,11±0,022 (мМ). 
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Рис. 3. Кинетика ингибирования ароматической аминотрансферазы C. freundii (S)-β-(N-бензил-
амино)аланином. Зависимости 1/V (а)  и  [S]/V  (б) от концентрации ингибитора. Концентрации  

L-фенилаланина: 1 – 10; 2 – 5; 3 – 2; 4 – 1 мМ. 
 

Из рис. 3 следует, что (S)-β-(N-бензиламино)аланин ингибирует  арома-
тическую аминотрансферазу C. freundii по механизму конкурентного типа с 
KМ=0,65 ± 0,13 (мМ) (субстрат – L-фенилаланин) и константой ингибиро-
вания K=0,34 ± 0,071 (мМ). 

Пиридоксаль-зависимые АТ аминокислот катализируют обратимую 
реакцию трансаминирования, в которой происходит перенос альфа-амино-
группы с аминокислоты  на 2-кетокислоту  с образованием кетокислоты и 
аминокислоты по механизму “би-би пинг-понг” [9].  Поэтому аминтрансфе-
разы должны узнавать и связывать две аминокислоты, содержащие боковые 
цепи и отличающиеся по форме и свойствам от многих других небольших 
молекул. Механизм двойственного узнавания субстрата выявлен на основе  
трехмерных структур ароматических аминокислот – гистидинолфосфата, 
глутаминфенилпирувата, ацетилорнитина – и аминотрансфераз аминокислот 
с разветвленной боковой цепью. Представлены две стратегии двойственного 
субстрат-узнавания [10]. Сайты связывания у ароматических трансфераз 
представлены предпочительно  заряженными и нейтральными карманами для 
бензиламино-аланинкислых и ароматических боковых цепей соответственно. 
При этом  происходит значительное перераспределение сети водородных 
связей. У аминотрансфераз аминокислот с разветвленной цепью гидрофобная 
полость с внедренными гидрофильными сайтами приспособлена и для кис-
лых, и для гидрофобных боковых цепей. При этом перераспределения связей 
в боковых цепях аминокислот активного центра фермента не происходит, что 
напоминает механизм, действующий по принципу «замок-ключ».  Согласно 
полученным данным, ингибирование аминотрансферазы аминокислот с раз-
ветвленной цепью из B. flavum (S)-β-(N-бензиламино)аланином происходит 
по механизму смешанного типа, т.е. ингибитор, по-видимому, конкурирует с 
обоими субстратами при связывании с ферментом. Ингибирование же арома-
тической аминотрансферазы из C. freundii (S)-β-(N-бензиламино)аланином  
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происходит по механизму конкуретного типа, что может свидетельствовать о 
связывании ингибитора с сайтом связывания фенилаланина. Выявление меха-
низмов ингибирования исследованных аминотрансфераз имеет важное значе-
ние как для получения штаммов-продуцентов аминокислот с разветвленной 
цепью и ароматических аминокислот, так и для усовершенствования штамма, 
необходимого для получения фенилаланина путем биотрансформации. 
 
Кафедра фармацевтической  химии                                                               Поступила 01.06.2009 
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². Ø. ÐàìÐ²ÜÜÆêÚ²Ü 

 

(S)-β-(N-´ºÜ¼ÆÈ²ØÆÜà)²È²ÜÆÜÆ  ²¼¸ºòàôÂÚàôÜÀ 
BREVIBACTERIUM FLAVUM-Æ ²ØÆÜ²ÂÂàôÜºðÆ  ÖÚàôÔ²ìàðì²Ì  
²ØÆÜ²îð²Üêüºð²¼Æ  ºì  CITROBACTER  FREUNDII-Æ ²ðàØ²îÆÎ  

²ØÆÜ²îð²Üêüºð²¼Æ  ìð²      
 

² Ù ÷ á ÷ á õ Ù   
  

àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ áã ëåÇï³Ïáõó³ÛÇÝ ³ÙÇÝ³ÃÃáõÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ 
B.flavum-Ç ³ÙÇÝ³ÃÃáõÝ»ñÇ ×ÛáõÕ³íáñí³Í ³ÙÇÝ³ïñ³Ýëý»ñ³½Ç ¨ C. freun-
dii-Ç ³ñáÙ³ïÇÏ ³ÙÇÝ³ïñ³Ýëý»ñ³½Ç íñ³: ²ßË³ï³ÝùáõÙ óáõÛó ¿ ïñí³Í, 
áñ (S)-β-(N-μ»Ý½ÇÉ³ÙÇÝá)³É³ÝÇÝÝ ³ñ·»É³ÏáõÙ ¿ »ñÏáõ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³ÏïÇ-
íáõÃÛáõÝÁ:  ²é³çÇÝ  ¹»åùáõÙ  ³ñ·»É³ÏÙ³Ý  óáõó³ÝÇßÝ ¿ª  IC50=1,35 ÙØ, ÇëÏ 
»ñÏñáñ¹ ¹»åùáõÙª 3,8 ÙØ: ´³ó³Ñ³Ûïí»É ¿ áõëáõÙÝ³ëÇñíáÕ  ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ 
³ñ·»É³ÏÙ³Ý Ù»Ë³ÝÇ½ÙÁ: (S)-β-(N-μ»Ý½ÇÉ³ÙÇÝá)³É³ÝÇÝáí ³ÙÇÝ³ÃÃáõÝ»ñÇ 
×ÛáõÕ³íáñí³Í ³ÙÇÝ³ïñ³Ýëý»ñ³½Ç ³ñ·»É³ÏáõÙÝ ÁÝÃ³ÝáõÙ ¿ Ë³éÁ ïÇåÇ 
Ù»Ë³ÝÇ½Ùáí, ÇëÏ ³ñáÙ³ïÇÏ ³ÙÇÝ³ïñ³Ýëý»ñ³½ÇÝÁ` Ùñó³Ïó³ÛÇÝ: ²ñ·»-
É³ÏÙ³Ý Ù»Ë³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÁ Ù»Í Ýß³Ý³ÏáõÃÛáõÝ áõÝÇ ³ÙÇ-
Ý³ïñ³Ýëý»ñ³½ÇÝÁ` û·ï³·áñÍÙ³Ý Å³Ù³Ý³Ï ³ÙÇÝ³ÃÃáõÝ»ñÇ ³ñï³¹ñáõ-
ÃÛ³Ý ßï³Ù-³ñï³¹ñÇãÝ»ñÇ ³ñ¹ÛáõÝ³í»ïáõÃÛ³Ý μ³ñÓñ³óÙ³Ý ·áñÍ-
ÁÝÃ³óáõÙ:  
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A. M.  HOVHANNYSYAN 
 

INFLUENCE  OF  (S)-β-(N-BENZYLAMINO)ALANINE  ON  BRANCH 
CHAIN  BREVIBACTERIUM FLAVUM  AMINO  ACIDS  

AMINOTRANSFERASE  AND  AROMATIC AMINOTRANSFERASE  OF  
CITROBACTER  FREUNDII 

 
S u m m a r y  

 
Тhe influence of nonprotein amino acids on branch chain amino acids 

aminotransferase of B. flavum and aromatic transaminase of C. freundii has been 
studied. According to the obtained results activity of both enzymes are inhibited by 
(S)-β-(N-benzylamino)alanine. The values of  IC50 are 1,35 mM  for  the  first 
enzyme  and  3,8 mM for the last one. The mechanism of inhibition of these 
enzymes by (S)-β-(N-benzylamino)alanine was revealed. The data obtained 
suggested that branch chain amino acids aminotransferase is inhibited by (S)-β-(N-
benzylamino)alanine in mixed mode and aromatic transferase is inhibited in 
competitive mode of inhibition. The study of inhibition mechanisms is important 
for aminotransferases usage in improvement of amino acid production with strain-
producers. 
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