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I. ВВЕДЕНИЕ
Ферменты способны катализировать реакции образования сложных молекул в мягких 
условиях. Использование ферментов позволяет проводить реакции препаративно, с 
высо кими выходами, применяя экологически безопасные реагенты и растворители. 
Фер мен тативные подходы все чаще используются в промышленности, в таких облас тях 
как агрохимия, фармацевтика, тонкий органический синтез и переработка мате риа лов. 
Таким образом, препаративный биокатализ играет важную роль в создании инно ва
цион ных продуктов и разработке новых технологий производства. 
 Ферментативные реакции обладают рядом преимуществ, таких как химическая, 
регио и стереоселективность, высокая эффективность, протекание в мягких условиях 
в водных средах. Однако, они имеют существенный недостаток, ограничивающий их 
пов семестное применение для решения задач химической промышленности: боль
шинство природных ферментов принимают лишь узкий диапазон субстратов. Для 
прео доления этого ограничения в последнее время разработаны надежные стратегии 
бел ко вой инженерии, с помощью которых были созданы ферменты, катализирующие 
реакции с неприродными субстратами с высокой эффективностью.
 Значительный интерес для биоинженерии представляют трансферазы (EC. 2). 
Эти ферменты катализируют перенос атомов или функциональных групп между 
моле кулами. Трансферазы различных классов способны переносить широкий спектр 
фраг ментов, например, ацильные, амино и фосфатные, формильные, карбоксильные 
груп пы, а также группы, содержащие атомы серы, селена и галогенов. 
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 Среди трансфераз важное место занимает группа ферментов, использующих в 
качестве косубстрата SаденозилLметионин (SAM). Эта молекула может использоваться 
для переноса на субстрат метильной, аденозильной, 2аминопропионильной и некото
рых других групп. Наиболее распространены SAMзависимые метилтрансферазы 
(МТазы) – ферменты, переносящие метильную группу от молекулы SAM на субстраты 
раз лич ной природы (ДНК, РНК, белки или малые молекулы). 
 На данный момент около 3 миллионов белковых последовательностей аннотированы 
как SAMзависимые МТазы, согласно данным из InterPro [1]. Однако не все SAM
зави си мые ферменты используют SAM в качестве источника функциональных групп. 
Благо даря положительному заряду на атоме серы этот фрагмент молекулы SAM может 
высту пать в качестве простетической группы, стабилизируя промежуточные продукты 
реак ций. Кроме того, в некоторых случаях SAM помогает поддерживать целостность 
фер мента и его активного центра.
 Изучение SAMзависимых трансфераз и аналогов их косубстрата, SAM, является 
актуаль ной задачей. Это подтверждается неуклонным ростом количества научных работ 
в данной области. 

II. РАЗНООБРАЗИЕ ПРЕВРАЩЕНИЙ С УЧАСТИЕМ SAM 
SаденозилLметионин (SAM, AdoMet, Рис. 1) присутствует во всех живых организмах 
и является вторым после АТФ наиболее распространённым в природе косубстратом 
фер мен тативных реакций [2, 3]. Эта молекула играет центральную роль в различных 
био ло гических реакциях и путях внутриклеточной регуляции [4]. 

Рис. 1. Строение SаденозилLметионина.

 Ключевой функцией SAM является участие этого соединения в качестве кофер
мента для МТаз [5–7] (Рис. 2). Эта молекула служит источником метильных групп 
для ковалентной модификации различных субстратов – от простых ионов, таких как, 
например, ион мышьяка, хлорид, бромид или йодид [8, 9], до сложных макромолекул: 
ДНК, РНК и белков [10]. Так, например, SAM используется в роли донора метильной 
группы при биосинтезе холина, карнитина, креатина, некоторых нейромедиаторов, 
антибиотиков и фосфолипидов (Рис. 2). Реакция SAMзависимого метилирования играет 
важную роль в регуляции экспрессии генов и стабилизации ДНК [11]. С помощью мети
лирования происходит детоксикация некоторых низкомолекулярных веществ и мета бо
лизм многих лекарственных препаратов [10, 12–15].
 SAM используется в качестве донора функциональных групп и в ряде других мета
бо лических реакций [4, 16–18] (Рис. 3). Вопервых, декарбоксилированный ана лог SAM 
выступает источником аминопропильной группы в синтезе полиаминов: спер ми дина и 
спер мина. Эти метаболиты необходимы для клеточного роста и деления. Вовторых, 
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SAM является участником биосинтеза глутатиона (GSH) – антиоксиданта, контро ли
рую щего окислительновосстановительные характеристики внутриклеточной среды. 
Втретьих, SAM служит основным источником 5дезоксиаденозильного радикала, кото
рый, в свою очередь, участвует во многих биологических процессах, включая био син
тез предшественников нуклеотидов, биодеградацию и репарацию ДНК, а также моди
фи кацию тРНК [4, 16].
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Рис. 3. Примеры продуктов реакций, в которых SAM выступает в качестве качестве донора функ
цио нальных групп.

 Разнообразие биологических процессов, центральная роль в которых отведена 
моле куле SAM, потрясает воображение. Значимость этого соединения нашла отражение 
в попытках его применения в клинической практике. SAM впервые был описан как 
«АТФак ти вированная форма метионина» в 1952 году итальянским биохимиком Джу
лио Кантони в ходе изучения метаболизма метионина [19]. С тех пор было прове дено 
множество клинических испытаний, которые показали, что SAM может умень шить 
боли и воспаления в суставах при остеоартрите [20, 21], а также поддержать функцию 
печени при ее хронических заболеваниях [22]. SAM пробовали использовать для лечения 
депрес сии и тревожных расстройств, однако достоверных доказательств в пользу его 
эффек тивности при таком применении обнаружено не было [23, 24]. Вместе тем, SAM 
широко используется в качестве биологически активной добавки.

Рис. 2. Примеры продуктов метилирования МТазами.
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III. МЕТОДЫ СИНТЕЗА SAM
Для получения SAM используются три ключевых подхода: биотехнологический, пред
полагающий получение SAM в живых клетках с последующим выделением; хими
ческий синтез и ферментативные реакции. Методы получения SAM можно обобщить 
сле дующим образом (Рис. 4).

Рис. 4. Варианты синтеза SAM.

 В большинстве живых организмов молекула SAM синтезируется из Lметионина 
(LMet) и аденозинтрифосфата (АТФ, ATP) под действием метиониновых аденозил
транс фераз (МАТ, EC 2.5.1.6, Рис. 5). 

Рис. 5. Получение SAM с использованием различных ферментов.

Этим путем SAM образуется в цитоплазме клеток бактерий и дрожжей, а также в тканях 
много клеточных организмов. У млеко пи тающих большая часть SAM производится в 
клет ках печени [25, 26]. В результате действия MAT происходит перенос аденозильной 
группы от АТФ на LMet с образованием SAM, пирофосфата (PPi) и неорганического фос
фата (Pi). Эта реакция стереоселективна: образующийся эпимер имеет конфигурацию 
(SS ,SC )-SAM (Рис. 1), где первая S-конфигурация соответствует стереохимии сульфо
ние вого иона, а вторая – αуглеродного атома остатка метионина [27–29]. Большинство 
SAMзависимых ферментов используют только природный (S,S )эпимер [28, 30–32]. В 
проти воположность этому, (RS,SC)эпимер, как правило, связывается с ферментами, но 
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изза неблагоприятной геометрии сульфониевого центра не вступает в реакции мети
ли рования. В результате он проявляет сильные ингибирующие свойства для МТаз, 
«застре вая» в центре связывания и конкурируя с природным (S,S)эпимером [30, 32–35]. 
 В ходе реакции метилирования из молекулы SAM образуется Sадено зилLго мо
цис теин (SAH) – продукт отщепления метильной группы от атома серы. Изза высокого 
структурного сходства с молекулой SAM, для большинства МТаз SAH является мощным 
конкурентным ингибитором [36].
 Биотехнологический метод получения SAM с использованием генетически моди
фи цированных бактерий и дрожжей стал основным промышленным способом произ
водства этого соединения. Его преимущества включают высокий уровень накопления 
SAM в живых клетках, экологическую безопасность процесса и возможность выде ле ния 
продукта высокой чистоты непосредственно из ферментационной среды [37]. Совре
мен ные биотехнологические компании активно работают над оптимизацией условий 
био технологического процесса, таких как температура, pH и концентрации питательных 
веществ, что позволяет увеличить выход продукта и снизить производственные затраты 
[38–40]. Методы генной инженерии в основном направлены на повышение уровня био
син теза SAM и минимизацию его потребления клеткой [41–43].
 SAM также можно получить химическим методом, однако его использование огра
ничено изза необходимости поддержания требуемых условий реакции, низкой произ
водительности и сложности очистки полученного кофактора. SAM получают из SAH 
по реакции метилирования (Рис. 6). Предшественником SAM выступает опре де лен ный 
диасте реомер SAH. Он может быть получен химическими методами [44, 45]. Однако 
непос редственно реакция алкилирования атома серы SAH с использованием алкил три
фла тов или алкилгалогенидов происходит нестереоселективно, с образованием смеси 
(S,S )SAM и (R,S )SAM эпимеров [28, 46] (Рис. 6). Сульфониевый ион представляет 
собой хиральный центр, оба образовавшихся (R) и (S )эпимера оптически стабильны 
и могут быть разделены хроматографически. Однако, отсутствие стереоспецифичности 
реак ции и сложность выделения ограничивают применение химического подхода для 
полу чения SAM.

Рис. 6. Получение SAM химическими методами.

 Третий подход к производству SAM – ферментативный. В отличие от химического, 
фер ментативный метод имеет преимущества в чистоте получаемого продукта и воз мож
ности простой очистки [47, 48]. 
 Для ферментативного получения SAM используется три альтернативных реакции 
(Рис. 5). В первом случае проводят аденилрибозилирование метионина с помощью АТФ 
под действием МАТ. Основной проблемой этого метода является высокая трудоемкость 
полу чения его предшественника АТФ.
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 Второй ферментативный вариант синтеза SAM основан на использовании 
SAMзави симых галогеназ (Рис. 5). Эти ферменты катализируют нуклеофильную атаку 
галоге нидионов на C5′ SAM с образованием 5′хлоро5′дезоксиаденозина (ClDA) или 
5′фторо5′дезоксиаденозина (FDA) и LMet. Однако хлориназы (SalL) или фториназы 
(FIA) могут быть использованы в обратной реакции для получения SAM из LMet и 
ClDA или FDA [49–51]. К сожалению, данный подход ограничен изза неблагоприятной 
кинетики и необходимости использования труднодоступных прекурсоров (ClDA или 
FDA, Рис. 5). 
 Третий вариант ферментативного подхода разработан Cangsong Liao и Florian P. Seebeck. 
Он заключается в синтезе SAM из SAH под действием галогенид метилтрансферазы 
(HMT) и метилиодида в качестве источника метильной группы [52] (Рис. 7). В природе 
HMT встречаются во множестве организмов, включая морские водоросли, грибы и гало
фит ные растения. В этих организмах под действием SAM происходит метилирование 
гало генидионов с образованием метилгалогенидов [53–57]. Также HMT называют 
анион ными МТзами или галогенид/тиол МТазами (HTMT), поскольку некоторые члены 
семейства способны метилировать SCN− и HS−  [56, 58]. Возможно, это их основная 
функ ция, а алкилирование галогенидов – лишь «метаболическая случайность» [59, 60]. 
В живых организмах равновесие в реакции, катализируемой HMT, смещено в сторону 
обра  зования метилгалогенидов изза их летучести и ферментативного расщепления 
SAH, однако обратная реакция термодинамически выгоднее. При соответствующих 
усло  виях in vitro HMT способен переносить метильные группы от метилиодида к SAH, 
обес печивая простой стереоселективный синтез (S,S)-SAM, в отличии от нестерео се
лек тивного химического подхода (Рис. 7).

Рис. 7. Синтез SAM под действием галогенид метилтрансферазы (HMT)

IV. SAM – КЛЮЧЕВОЙ УЧАСТНИК РЕАКЦИЙ ТРАНСАЛКИЛИРОВАНИЯ
Реакция алкилирования, широко применяемая на финальных этапах синтеза разно об
раз ных соединений, способна значительно изменить их биологические и физические 
свойства. Так, введение метильной группы в молекулу лекарственного препарата может 
в десятки раз повысить фармакологическую активность. Такая модификация изменяет 
раст во римость, конформацию и метаболическую устойчивость вещества [10, 61, 62]. 
Дан ное явление часто называют эффектом «магического метила» [63]. Биологически 
актив ные соединения и, в частности, лекарственные препараты, часто содержат нуклео
филь ные фрагменты, например, аминогруппу, гетероциклы и незащищенные полярные 
группы. Для повышения стабильности эти группы необходимо селективно алкилировать, 
поэтому разработка методологии создания эффективных ферментативных систем, ката
ли зи рующих реакции алкилирования, и кофакторов для таких ферментов является 
прио ри тетной задачей. 



Различные ферментативные реакции SAM 159

 Несмотря на множество успешных примеров биоалкилирования, существует ряд 
проблем в разработке и применении этих методов [5, 64]. Ключевые проблемы – это 
необ ходимость использования стехиометрических количеств дорогостоящего алкили
рую щего агента, его низкая стабильность, а также субстратная специфичность МТаз. 
Далее мы подробнее обсудим эти проблемы, а также имеющиеся пути к их решению.

4.1. СПОСОБЫ РЕГЕНЕРАЦИИ SAM И ЕГО АНАЛОГОВ
Первая проблема при создании платформы для биокаталитического метилирования свя
зана с необходимостью использования стехиометрических количеств дорогостоящего 
кофак тора SAM или его аналогов. Это делает крупномасштабные реакции чрезмерно 
доро гими и затратными  [6, 36, 65–67]. 
 В природе метаболическая регенерация SAM из SAH является многоступенчатым 
процес сом [68, 69]. На его основе Jennifer N. Andexer с коллегами разработали страте
гию регенерации кофактора SAM с помощью каскада из пяти ферментов in vitro (Рис. 
8A). Этот процесс начинается с гидролиза SAH до аденозина и гомоцистеина фермен
том SAHгидролазой (SAHH). Затем происходит три последовательных фосфо рили ро
ва ния аденозина с образованием АТФ, катализируемые аденозинкиназой (ADK), поли
фос фаткиназой 2I (PPK2I) и полифосфаткиназой 2II (PPK2II, Рис. 8A). Полученный 
АТФ используется MAT для превращения метионина в SAM. Данная система также 
может генерировать SаденозилLэтионин (SAE), если использовать Lэтионин вместо 
метио нина [70]. Данная работа показала, что регенерация SAM возможна, однако 
система перестает работать уже через 11 циклов изза её сложности, что приводит к 
низ кому выходу продукта алкилирования (Рис. 8A). Также предложенная система зави
сит от метионина и его аналогов в качестве доноров алкильной группы, получение кото
рых трудозатратно. Недостатком предложенного метода является и образование гомо
цис теина в качестве побочного продукта реакции.
 Следующим этапом повышения эффективности каскада биокаталитического мети
лирования стало добавление цикла для утилизации гомоцистеина с помощью Lгомо
цистеинS-МТазы (HSMT) и донора метильной группы SметилLметионина (SMM, 
Рис. 8B) [71]. Это исключило проблему образования побочных продуктов, что поло жи
тельно повлияло на систему регенерации SAM, увеличив количество оборотов до 200 
цик лов. Была продемонстрирована возможность регенерации аналогов SAM, содер жа
щих различные пуриновые и пиримидиновые нуклеиновые основания, что в будущем 
может послужить основой создания систем биоортогонального алкилирования. Также 
пока зано, что в некоторых случаях нет необходимости выделять ферменты в чистом виде: 
для катализа можно использовать клеточные лизаты, что упрощает масштабирование 
био ка талитической системы  [71]. 
 SAM используется не только МТазами, но и другими белками, включая радикаль
ные SAMзависимые ферменты и аминокарбоксипропилтрансферазы (ACPT). В ходе 
реак ций с этими белками образуются SAH, 5′метилтиоаденозин (MTA) или 5′дезокси
аде нозин (DOA, Рис. 9), которые являются неспецифическими конку рент ными инги
би торами для большинства SAMзависимых ферментов [72–74]. Исследователями из 
Фрайбурга (Германия) предложено дополнение к системе регенерации SAM и его ана
ло гов, включающее два ключевых фермента: MTA/SAHнуклеозидазу (MTAN), кото
рая расщеплет нуклеозидную связь с образованием аденина [74], и аденин фос фо ри
бозилтрансферазу (APRT), которая из аденина (Ade) и 5фосфорибозил1пиро фос фата 



А.Ю.Руденко и соавт.160

Ри
с.

 8
. Р

ег
ен

ер
ац

ия
 к

оф
ак

то
ра

 S
A

M
 с

 п
ом

ощ
ью

 к
ас

ка
да

 ф
ер

ме
нт

ов
. 

 
A

D
K

 –
 ад

ен
оз

ин
ки

на
за

; H
SM

T 
– 

L
го

мо
ци

ст
еи

н
S-

М
Та

за
; М

АТ
 –

 м
ет

ио
ни

но
ва

я 
ад

ен
оз

ил
 тр

ан
с ф

ер
аз

а;
 P

PK
2

I –
 п

ол
иф

ос
фа

тк
ин

аз
а 

2
I; 

PP
K

2
II

 –
 п

ол
иф

ос
фа

тк
ин

аз
а 

2
II

; S
A

H
H

 –
 S

A
H

г
ид

 ро
 ла

за
.



Различные ферментативные реакции SAM 161

(PRPP) синтезирует аденозин5′монофосфат (AMP, Рис. 9). Данная система поз воляет 
регенерировать SAM и его аналоги, содержащие различные алкильные замес тители у 
атома серы. Следует отметить, что большое число ферментов в пред ло жен ной катали
ти ческой системе усложняет масштабирование и оптимизацию для пре па ра тив ных при
ложений.
 Более простой вариант регенерации SAM из SAH возможен при помощи метилиодида 
и HMT (Рис. 10). На основе этой реакции можно создавать биокаталитические циклы 
алкилирования. В таких каскадах метилиодид выступает источником метильной группы, 
а SAH необходим в каталитическом количестве и может рециркулировать до 580 раз. 
При этом единственным побочным продуктом реакции является иодид ион [52].

Рис. 10. Схема регенерации SAM из SAH с помощью HMT.

 Метилиодид изза своей летучести, нестабильности и токсичности может представ
лять проблему для масштабирования процесса биометилирования. В 2022 году группа 
Florian P. Seebeck дополнительно усовершенствовала каскадный подход, предложив в 
качестве источника метильной группы менее токсичные и более экономичные доноры 
на основе эфиров сульфокислот, в частности, метилтолуолсульфонат (MeOTs, Рис. 7) 

Рис. 9. Регенерация SAH, MTA и DOA в SAM с помощью каскада ферментов. 
 APRT – аденинфос фо рибозилтрансфераза; MTAN – MTA/SAHнуклеозидаза; RK – рибоки
наза; RPPK – D‑рибозо5фосфат пирофосфокиназа.
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[75]. Stephan C. Hammer и его коллеги показали возможность использования MeOTs в 
препа ративном метилировании [76].
 ChunYu Gao и другие разработали стратегию расчетной белковой инженерии под 
назва нием «DCCNA» [77]. С помощью нее они обнаружили перспективные участки для 
сайтнаправленного мутагенеза в HMT из Paraburkholderia xenovorans (BxHMT), чтобы 
увеличить каталитическую активность фермента по отношению к MeOTs. Полученный 
ими мутант BxHMT с четырьмя аминокислотными заменами (V55T/C125S/L127T/
L129P) имел удельную активность 4,08 ед./мг по отношению к MeOTs, что в 82раза 
пре вышает активность фермента дикого типа [78].
 Многие МТазы способны переносить на свой субстрат алкильные заместители, 
отлич ные от метильной группы, поэтому разработка методов биоалкилирования разно
образ ными группами представляет интерес. Химический синтез таких аналогов SAM 
не эффективен изза образования смеси диастереомеров [46]. Методичный поиск и 
анализ свойств HMT из различных организмов [55] показал, что эти ферменты не обла
дают строгой стереоспецифичностью по отношению к алкильному фрагменту, и могут 
принимать различные алкилиодиды и алкилбромиды (Рис. 11). Stephan C. Ham mer и его 
группа [77] провели синтез аналогов SAM, содержащих этильную, пропиль ную, аллиль
ную и другие группы вместо метила, и показали, что такие аналоги могут участво вать в 
каскадных реакциях. Однако конверсия субстрата оказалась низкой, поскольку реакция, 
катализируемая HMT, протекает с невысоким выходом. Благо даря белковой инженерии 
HMT это ограничение удается преодолеть. Uwe T. Born scheuer и его коллеги разработали 
высокочувствительный метод обнаружения продукта фермен тативной реакции – иодид 
иона [79], что позволило им провести высоко произ водительный направленный мутагенез 
HMT. Таким образом они получили модифицированный вариант HMTV140T из Arabidopsis 
tha liana [80]. Данный фермент способен использовать этил, пропил и аллилиодид и 
сте рео селективно синтезировать соответствующие аналоги SAM с высоким выходом. 
Полу ченные аналоги образовывались и расходовались в замкнутых каскадных циклах 
HMTV140T и O-МТаз, что приводило к региоселективному этилированию лютеолина или 
алли ли рованию 3,4дигидроксибензальдегида (3,4DHBAL) со средними выходами [80] 
(Рис. 11).
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Рис. 11. Перенос алкила на субстрат с использованием каскадного цикла с участием HMT и MТазы. 

 Путем одновременной мутации нескольких гидрофобных и конформационно 
мобиль ных аминокислот, Stephan C. Hammer и коллеги получили панель оптими
зи ро ванных HMT, обладающих высокой активностью по отношению к алкилиоди
дам. Полученные ферменты катализировали стереоселективное (>99% de) с высо
ким выходом Sалкилирование SAH иодоалканами, в том числе содержащими 
цик ло пропильные или ароматические фрагменты [81], с высоким выходом (Рис. 12). 
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К сожа лению, время синтеза увеличивается в десятки раз при увеличении объема замес
тителя. Таким образом, методы генной инженерии позволяют оптимизировать фер
менты каталитического каскада для получения необходимого аналога SAM, а также 
масшта бировать реакции для применения в промышленности.

HMT
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Рис. 12. Синтез SAM под действием HMT с аминокислотными заменами.

 Примером такого применения служит реакция получения ванилина. Ванилин – одна 
из самых распространенных пищевых добавок. Он применяется в качестве арома ти за
тора, а также является важным промежуточным соединением в химической и фарма
цев тической отраслях, используется для производства гербицидов, пеногасителей и 
лекарств. Природный ванилин выделяют из тропической ванильной орхидеи (Vanilla 
plani folia), но в промышленности его в основном получают химическими методами. 
Однако рассматриваются варианты экологически безопасного производства ванилина 
с исполь зованием дрожжей или E. coli, содержащих мутантные варианты катехолO
МТазы (COMT) [82, 83], которая использует SAM в качестве донора метильной группы. 
 Этилванилин – ароматизатор, превосходящий ванилин в 3–4 раза по яркости запаха. 
Он используется в пищевой и парфюмерной промышленности. В последнее время 
боль шое количество работ посвящено методам биосинтеза этилванилина. Напри мер, 
МТаза COMT способна катализировать образование этилванилина из 3,4DHBAL 
и SаденозилLэтионина (SAE), однако данная реакция протекает с обра зо ванием 
побоч ных продуктов изза низкой региоселективности фермента. На основе рацио
наль ных методов биоинженерии Jason Micklefield и др. получили мутантную форму 
COMT Y200L из Rattus norvegicus (RnCOMTY200L) с улучшенной региоселективностью 
[84]. Источником этильной группы служил SAE, получаемый из Lэтионина и АТФ 
под действием человеческой hMAT2AI322V(Рис. 13) [85, 86]. Синтез этилванилина в 
кас кад ном процессе из 3,4DHBAL, L этионина и АТФ в присутствие RnCOMTY200L и 
hMAT2AI322V приводил к 58% выходу продукта.

Рис. 13. Тандемная реакция MATМТаза, в ходе которой образуется этилванилин.
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 GuiYing Yang и др. использовали циклический каскадный ферментативный one 
pot синтез этилванилина из этилиодида, SAH и 3,4DHBAL в присутствии AcHMT 
(W27F/P8L/V265W) и RnCOMTY200L (Рис. 14). Поскольку HMT может катализировать 
регенерацию SAE, потребовалось всего 0,2 эквивалента SAH и 2 эквивалента этилиодида 
для образования продукта c выходом 79,2% [87]. 
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(0.2 eq)

O

OH

O

Рис. 14. Циклическая каскадная реакция с участием HMT и МТазы, в ходе которой образуется 
этил ванилин.

 Замкнутые каталитические циклы можно использовать в препаративных масшта
бах [88] (Рис. 15). С помощью C3индолметилтрансферазы PsmD из Streptomyces griseo-
fuscus и HMT из Chloracidobacterium thermophilum (CtHMT) удалось провести энантио
се лек тивный синтез различных пирролоиндолинов [89, 90]. 

Рис. 15. Препаративное ферментативное меетилирование МТазами PsmD и StspM1 с циклами реге
нерации SAM из SAH под действием HMT.

 Также имеются примеры объединения нескольких ферментативных циклов 
для получения сложных молекул. Cangsong Liao и Florian P. Seebeck разработали 
однореакторный процесс, состоящий из двух ортогональных реакционных циклов для 
стереоселективного получения L или DβMeαаминокислот (Рис. 16). В этом процессе 
участвует три фермента (трансаминаза αаминокислот (TA), МТаза αкетокислот и 
HMT) и 2 кофактора (пиридоксаль5′фосфат (PLP) и SAM) [91].

Рис. 16. Однореакторный процесс получения L или DβMeαаминокислот.



Различные ферментативные реакции SAM 165

4.2 СТАБИЛЬНОСТЬ SAM И ЕГО АНАЛОГОВ
Серьёзная проблема для эффективного использования описанных выше процессов сос
тоит в низкой стабильности кофактора SAM. В физиологических условиях моле кула 
подвергается самопроизвольному разложению. Деградация происходит по трем основ
ным путям (Рис. 17): (1) внутримолекулярная циклизация с образованием 5′дез ок си5′
(метил тио)аденозина (MTA) и Lгомосерин лактона, (2) депуринизация с образованием 
аденина (Ade) и S рибозилметионина и (3) рацемизация сульфониевого центра с обра
зо ванием неактивного (R,S) диастереомера [92–98].

Рис. 17. Пути разложения кофактора SAM: (1) внутримолекулярная циклизация, (2) депуринизация 
с образованием аденина, (3) рацемизация сульфоневого центра.

 Для решения этой проблемы предложены различные аналоги SAM, которые обла
дают большей стабильностью, но при этом распознаются МТазми [99, 100]. Например, 
замена карбоксильной группы на её биоизостерический аналог, фосфониевую или третра
золь ную группу, привела к получению SAMPH [101, 102] и SAtM [103], соответственно 
(Рис. 18). Данные миметики не подвергаются внутримолекулярной циклизации и прояв
ляют стабильность в 5 раз более высокую, чем у SAM. Синтез указанных аналогов SAM 
про водят сочетанием химических и ферментативных реакций.

Рис. 18. Миметики SAM, обладающие повышенной стабильностью.

 Биоизостерическая замена атома водорода на фтор – одна из важных стратегией 
меди цинской химии, широко используемая для улучшения фармакологических свойств 
потен циальных лекарственных препаратов [90]. Один из подходов к получению таких 
соеди нений – алкилирование фторсодержащими агентами, однако традиционные синте
ти  ческие методы зачастую не имеют надежной регио, хемо и стереоселективности. 
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Био ал ки лирование при катализе МТазами в перспективе может решить эту проблему, 
однако получаемые фторсодержащие аналоги SAM обладают низкой стабильностью. 
 В 2021 году Florian P. Seebeck и команда показали возможность синтеза, фтори ро
ван ного аналога SAM (SаденозилS-(фторметил)Lгомоцистеина, FSAM) из SAH и 
фтор метилиода (FCH2I) в присутствии HMT из Burkholderia xenovorans (BxHMT, Рис. 
19) [104]. Продукт реакции невозможно выделить изза низкой стабильности. При этом 
образующийся FSAM может выступать источником фторметильной группы в каскад
ных реакция HMT и МТаз. Однако, если образование FSAM опережает его деал
килирование МТазой, то FSAM может накапливаться и путь его деградации (Рис. 19) 
становится доминирующим процессом. Поэтому только пять из восьми МТаз, про ве
ренных авторами этой работы, смогли использовать FSAM в качестве субст рата и пере
нести фторметильные группы на малые молекулы. Карбоксилатные МТазы мети лируют 
гид роксильный кислород карбоновых кислот [105]. На основе этих фер мен тов при 
исполь зовании FSAM разработан метод фторметилирования карбок силь ной группы. 
Данная модификация активирует карбоксильные группы в различных субстратах для 
конъюгации с тиолами, гидразином, гидроксиламином или аминами, а также может 
исполь зоваться для сайтспецифической модификации белков [106].

Рис. 19. Реакция фторметилирования с использованием каскада HMTМТаза и путь деградации FSAM.

 Для преодоления проблемы невысокой стабильности FSAM были синтезированы 
его аналоги. Squire J. Booker и коллектив авторов под его руководством получили 
Teаде нозилL(фторметил)гомотеллуроцистеин (FMeTeSAM, Рис. 20), аналог SAM, в 
котором атом серы заменён на теллур, а метильная группа на фторметильную. Этот 
аналог SAM достаточно стабилен и может быть выделен. FMeTeSAM может быть источ
ни ком фторметильной группы для SAMзависимых МТаз, однако замена серы на тел
лур приводит к снижению скорости некоторых реакций алкилирования [107]. Особенно 
инте ресно, что две МТазы, OxaC и DnrK, активны во фторметилировании двух сложных 
при родных структур, мелеагрина и карминомицина, с образованием фтороксалина и 
фтордаунорубицина, соответственно (Рис. 20).
 Min Dong и другие предложили использовать фторметильное производное декар
бок силированного SAM (FdcSAM, Рис. 21) в качестве стабильного аналога FSAM 
[108]. FdcSAM может быть синтезирован химически или фермен та тив ным путём 
с помощью HMT из Aspergillus fungus (AclHMT), исходя из декар бок сили рован
ного SаденозилLгомоцистеина (dcSAH) и FCH2I, в том числе в каскадных реакциях 
с рецир куляцией кофактора (Рис. 21). Данный аналог является аналогичным или даже 
лучшим в сравнении с SAM субстратом для некоторых МТаз, включая COMT из Nico-
tiana tabacum (NtCOMT) и DnrK.
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Рис. 21. Снтез FdcSAM и его участие в каскаде HMTМТаза.

 Этой же группе учёных удалось синтезировать стабильный фторэтил Seаде но
зилLсе ле нометионин (FEtSeAM, Рис. 22). FEtSeAM способен переносить фтор
этилный фрагмент на широкий круг субстратов, участвуя в ферментативных каскадах 
HMT и МТаз [109]. 

Рис. 22. А. Синтез FEtSeAM и его участие в каскаде HMTМТаза В. Путь разложения FEtSAM.

  Другим вариантом решения проблемы стабильности аналогов SAM стала разработка 
тандемных ферментативных реакций. В этих реакциях кофактор синтезируется in situ, 
непосредственно в реакционной смеси, после чего сразу происходит метилирование, 
осуществляемое МТазой  [35, 49, 50, 104, 110–114]. 
 Например, Wenping Ding и коллеги выяснили что hMAT2AI322A, способна узнавать 
ана логи метионина, в которых вместо метила содержится 3,3дифтораллильная или 
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Рис. 20. Схема синтеза FMeTeSAM и его участие в реакции фторметилирования МТазой DnrK.
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фторсодержащая бензильная группа  [115]. В ходе тандемной реакции hMAT2AI322A и 
NМТазы MtfA в молекулу гликопептидного антибиотика ванкомицина удалось ввести 
различ ные фторсодержащие заместители с конверсией до 99 %. 
 Helen C. Hailes и другие продемонстрировали полную функциональность каскада 
MAT – MTаза – HMT с различными субстратами (Рис. 23). Суть цикла заключается в 
полу чении SAM in situ из АТФ и Lметионина в присутствии MAT из Escherichia coli 
(EcMAT), который расходуется МТазой RnCOMT с образованием SAH. Затем проис
хо дит регенерация SAM из SAH под действием HMT и MeOTs, что замыкает цикл 
реге нерации кофермента. Этот процесс является удачной заменой прямого добавления 
доро гостоящего SAM или SAH к HMT [116]. 

Рис. 23. Каскадный процесс с участием MAT, MTазы и HMT c регенерацией SAM, в ходе которого 
проис ходит перенос метильной группы с MeOTs на адреналин.

 Было проведено сравнение двух подходов генерации SAM и его аналогов в кас кад
ных (тандемных) реакциях с использованием HMT или MAT для селективного алки
ли ро вания 8деметилновобиоковой кислоты, катализируемого 8метилтрансферазой 
(NovO) [117]. Выяснилось, что система HMT из Aspergillus clavatus и NovO показала 
высо кую степень сохранения атомов в реакции, изза возможности регенерации катали
тического количества SAM. Но эффективность алкилирования была низкой изза 
несогласованности в каталитической активности HMT и NovO. Оказалось, что катали
тическая концентрация SAM значительно ниже оптимальной для работы МТазы NovO. 
В отличие от этого, каскад, состоящий из мутантной MAT из Methanocaldococcus jan-
naschii с мутациями L147A/I351A (PCMjMAT) и NovO, обеспечил высокие конверсии 
для различных типов алкилирования, поскольку аналоги SAM генерируются в стехио
мет рических количествах, что повышает эффективность реакции. Поэтому требуется 
разработка МТаз с повышенной активностью для проведения эффективных каскадных 
реакций. В том числе, требуется дизайн новых HMT и MAT способных эффективно и 
быстро синтезировать стабильные аналоги SAM с заместителями различного объема. 

 4.3 СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ МТАЗ К АНАЛОГАМ SAM
Серьёзной проблемой, затрудняющей широкое применение реакций биоалкилирования, 
является низкая эффективность некоторых МТаз, в особенности в реакциях с участием 
синте тических кофакторов – аналогов SAM. Так, даже замена метильной группы на 
этиль ную или пропильную в кофакторе SAM значительно замедляет скорость реакции 
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транс алкилирования [118, 119]. Это обусловлено стерическими и электронными эффек
тами более объемных заместителей. 
 В то же время, разработано множество подходов и методов изучения МТаз, связан
ных с использованием производных кофактора SAM и основанных на регуляции актив
ности МТаз или поиске их субстратов [6, 99, 120–123]. Значительный вклад в поиск 
суб стратов МТаз делают аналоги (Рис. 24), содержащие изотопномеченные метильные 
группы или функциональные группы, которые могут быть перенесены на субстрат 
[124–131]. 
 Перенос дваждыактивированной функциональной группы (methyltransferase
directed transfer of activated groups, mTAG) – метод, где на субстрат под действием беспо
ря дочных МТаз переносится активная группа, которая может быть лигирована с более 
слож ными фрагментами (красители, биотиновые производные и другие) [99, 132]. 

Рис. 24. Аналоги SAM с различными функциональными группами, в том числе используемые 
для mTAG.

 В качестве таких групп могут выступать пропаргильные производные. К сожалению, 
данная группа может присоединять молекулу воды в физиологических условиях, что 
приводит к быстрой деградации аналога SAM [133]. Поэтому разрабатываются новые 
аналоги SAM обладающие повышенной стабильностью или методы их синтеза для кас
кад ных процессов in vitro. Например, введение атома селена вместо серы значительно 
увеличивает стабильность пропаргильной группы к гидролизу (Рис. 31), однако уве
ли чивается скорость разложения аналога по пути образования гомосеринлактона, при
мерно в 10 раз быстрее, чем SAM [133]. 
 Аналоги SAM с крупными функциональными группами часто имеют низкую актив
ность при использовании нативных форм МТаз, однако эту проблему часто можно решить, 
создав модифицированные формы ферментов [84, 115, 134–136]. По мере уве ли чения 
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размера углеродной цепи, способность МТаз переносить алкильные фраг менты резко 
снижается изза ограничений, налагаемых строением каталитического центра МТаз. 
Для преодоления этого препятствия вносят аминокислотные замены в SAMсвязы ваю
щий карман ферментов, изменяющий спектр субстратной специфичности. Например, 
аргининМТаза (PRMT1) дикого типа не переносит функциональную группу на субстрат 
с аналога SAM, содержащего 4пропаргилоксибут2енильный радикал (PobSAM). Однако 
если в этот фермент внести двойную замену Y39F/M48G, то модифицированный фер мент 
эффективно катализирует перенос заместителя с PobSAM на гистон H4 [85, 137].
 С помощью направленного мутагенеза МТаз удаётся получить ферменты, способ
ные осуществлять контролируемое региоселективное алкилирование молекул с двумя 
или более гетероатомами со схожей реакционной способностью. Региоселективное 
алки ли рование пиразолов и триазолов часто необходимо для синтеза биологически 
актив ных соединений, поэтому поиски новых подходов к решению этой задачи остаются 
важ ной проблемой в органическом синтезе. Для ряда соединений эту задачу удалось 
решить группе Stephan C. Hammer с помощью белковой инженерии МТаз. Вопервых, 
путем введения точечных мутаций в активный сайт никотинамид NМТазы (NNMT) 
им удалось расширить субстратную специфичность фермента [138, 139]. Вовторых, с 
помощью модифицированных NNMT удалось осуществить региоселективное алкили
ро вание атомов азота со схожей реакционной способностью в несимметричных пиразо
лах. И, втретьих, используя модифицированные аналоги SAM в ферментативной реак
ции, удалось перенести на пиразол этильную или пропильную группу.
 Uwe T. Bornscheuer и коллеги улучшили региоселективность OМТазы ZgOMT 
из Zooshikella ganghwensis путём введения аминокислотных замен N41K/S174R, что 
поз во лило эффективно получать гесперетин дигидрохалкон – натуральный подслас
ти тель [140]. Yang Yang и коллеги с помощью белковой инженерии расширили суб
страт ную специфичность МТазы SgvM [119, 141]. Это позволило энантиоселективно 
мети лировать, этилировать, аллилировать и пропаргилировать ряд αкетокислот. Также 
исследователи показали высокую эффективность HMT из P. aeruginosa (PaHMT) в 
замкнутом каскаде регенерации SAM (до 7700 циклов). 

VI. SAM – ИСТОЧНИК НЕ ТОЛЬКО МЕТИЛЬНЫХ ГРУПП
Кофактор SAM участвует не только в реакциях биоалкилирования, но также является 
источ ником других молекулярных фрагментов в синтезе биомолекул (Рис. 3). В лите
ратуре имеется несколько обзоров, которые подробно описывают различные фер мен
тативные реакции с участием SAM [4, 16, 17]. В данном разделе будут кратко описаны 
функции SAM в роли донора фрагментов, отличных от алкильной группы: амино карбок
си пропильной, аминопропильной, карбоксиметильной, аминогруппы, мети леновой и 
адено зильной группы. 
 Для некоторых ферментов молекула SAM служит источником 3амино3карбок си
про пильной группы (ACP, Рис. 25), но эти реакции встречаются реже, чем транс ме ти
ли ро вание. ACPтрансферазы переносят ACP на разнообразные акцепторные группы и 
в качестве уходящей группы при этом образуется MTA (Рис. 25). Примерами переноса 
ACP на атом кислорода служат биосинтез бактериального бетаинового липида [142, 143] 
и синтез изокардицина С, антибиотика βлактамного типа [144, 145] (Рис. 25). Кроме 
того, ACP необходим для биосинтеза ряда природных молекул: дискоденина [146–148], 
2(3ами но3карбоксипропил)изоксазолин5она [148], никотианамина [149, 150] и ста
филопина  [151]. Также он участвует в биосинтезе нуклеозидных антибиотиков [152].
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Рис. 25. Примеры молекул, содержащих ACPгруппу, источником которой служит SAM.

 Модификация ACPгруппой встречается в тРНК и рРНК [153–157]. Эта модифи ка
ция играют важную роль в стабильности и функциях тРНК (Рис. 25) [158–160]. Постранс
ля ционная модификация фактора элонгации трансляции 2 (EF2) заключается в переносе 
ACP на углеродный атом во втором положении имидазольного кольца гистидина 
(Салки лирование), последующем исчерпывающем метилировании аминогруппы и 
обра зовании амида, что приводит к дифтамиду – необычной аминокислоте [161, 162]. 
 Донором аминопропильной группы в биосинтезе полиаминов, в том числе сперми
дина, служит декарбоксилированный SAM (dcSAM), возникающий из SAM [163] (Рис. 
26). Переннос аминопропильной группы катализируется аминопропилтрансферазами 
[164–168]. Кинетические исследования спермидинсинтазы выявили пингпонговый 
меха низм, предполагающий образование промежуточного пропиламинированного 
фер мента. На первом этапе декарбоксиSAM связывается с ферментом и подвергается 
нук лео фильной атаке, что приводит к освобождению MTA. Затем путресцин атакует 
проме жуточный продукт, что и приводит к образованию спермидина  [169].
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 SAM участвует в превращении 7кето8аминопеларгоновой кислоты (KAPA) в 
7,8диа ми нопеларгоновую кислоту (DAPA) на одном из начальных этапов биосинтеза 
био тина. Этот процесс катализируется пиридоксаль5’фосфат (PLP) зависимой BioA
син тазой (Рис. 27A), которая использует SAM в качестве донора аминогруппы в реак
ции транс аминирования [170–172]. Также SAM участвует в синтезе родохинона из 
убихи нона – замещение метоксигруппы на аминогруппу под действием фермента RquA 
[173–175] (Рис. 27B). Несмотря на структурное сходство с МТазами, RquA – это марга
нецзависимый фермент, который катализирует перенос αаминогруппы.

 Ещё одна реакция, в которой участвует SAM, это образование замещённых 
циклопропанов из соответствующих олефинов (Рис. 28) [176]. Циклопропановые 
жирные кислоты (CFA) обнаруживаются в фосфолипидах эубактерий и некоторых 
эукариот и регулируют проницаемость фосфолипидного бислоя [177]. Они образуются 
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в результате метиленирования двойной связи ненасыщенных жирных кислот. Эта 
реак ция катализируется CFAсинтазой, которая использует метильную группу SAM в 
качестве предшественника метиленовой группы циклопропана, что было подтверждено 
экспе риментами с использованием [метил¹⁴C]SAM [178, 179]. Последующее изучение 
меха низма реакции показало, что SAM отдаёт метильный катион богатой электронами 
πсистеме (двойной связи) предшественника CFA, а затем происходит депротонирование 
с помощью бикарбонат аниона [180] (Рис. 28). SAM также участвует в биосинтезе 
терпе нов, алкалоидов и других молекул, катализируя карбокатионные перегруппировки 
путём присоединения метильной группы к πсистеме под действием соответствующих 
фер ментов [181–191]. 

Рис. 28. Каскадный процесс синтеза циклопропан жирных кислот.

 Ферменты CmoA и CmoB используют метильную группу SAM для введения кар
бок симетильной группы в урацил тРНК (Рис. 29). Такая модификация важна для обес
пе чения точности трансляции генетической информации и расширяет распознавание 
вырож денных кодонов в процессе биосинтеза белка [192–194]. CmoA катализирует 
карбок силирование SAM в карбоксиSAM (CxSAM) [195, 196]. Далее CmoB исполь
зует CxSAM в качестве донора карбоксиметильного остатка для преобразования 5гид
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рокси уридина в 5карбоксиметилоксиуридин (cmo5U, Рис. 29). Эта модификация встре
чается у нескольких тРНК в участке, отвечающим за образование Wobbleпары при 
деко дировании [195]. CmoB также может переносить метильную группу с SAM, однако 
не так эффективно, как карбоксиметильную с CxSAM изза особенностей строения 
ката литического центра [197]. Кроме того, CxSAM участвует в ряде других реакций в 
качестве кофактора карбоксиметилирования [198, 199]. 
 Молекула SAM может также служить источником аденозильной группы. Напри мер, 
в реакции, катализируемой фториназой (FlA) – единственным известным на сегод няш
ний день в природе ферментом, способным катализировать образование связи C–F из 
неор га нического фторида [200, 201]. Этот фермент использует SAM и фторид ион для 
син теза 5′FDA и LMet [202–205]. Аналогичным образом хлориназа SalL генерирует 
5′ClDA из SAM и хлоридиона. Последующий метаболизм 5′FDA и 5′ClDA приводит 
к галогенированным природным соединениям: фторацетальдегиду, фторуксусной кис
лоте, фтортреонину и салиноспорамиду А (Рис. 3) [90, 206, 207].
 SAMзависимая гидроксиаденозилтрансфераза (HATаза) синтезирует аденозин, 
однако функция этих ферментов ещё не до конца выяснена [93, 201]. Alessandra S. 
Eustáquio и коллеги показали, что HATаза DUF62   из актиномицетной бактерии Sali-
ni spora tropica селективно расщепляет неактивный эпимер (R,S)SAM, который может 
инги бировать МТазы [208]. Возможно, эта группа ферментов регулирует количество 
неак тивного диастереомера SAM. 
 Суперсемейство радикальных SAMзависимых ферментов – крупнейшее супер се
мейство с более чем 200 000 членов, обнаруженное во всех доменах жизни. Эти фер
менты используют железосерный кластер Fe₄S₄ для связывания SAM и его после дую
щего расщепления с образованием радикала 5′дезоксиаденозила (5′dAdo) [209–211]. 
Ради кал 5′ dAdo инициирует разнообразные реакции путем отщепления атома водо рода 
от широкого спектра субстратов с образованием нового радикала, который впоследствии 
претер певает дальнейшие превращения [212, 213]. Эти реакции участвуют в моди фи
ка ции нуклеиновых кислот и белков, биосинтезе витаминов, включая биотин, кофер
ментов, образовании кластеров металлопротеинов, радикальноопосредованном мети
ли ровании инертных субстратов по таким атомам, как углерод или фосфор и множестве 
других процессов [214–225].

VII. SAM В РОЛИ НЕРАСХОДУЕМОГО КОФАКТОРА
Помимо описанных выше реакций, в которых SAM участвует в роли донора какихлибо 
фраг ментов, SAM может выступать в роли простетической группы для ряда белков. 
Просте тическая группа – это небелковая молекула, которая прочно связывается с бел
ком, обычно ковалентно, и играет важную роль в его функции. Она является необхо
ди мым компонентом для проявления активности фермента. Простетические группы 
вклю чают в себя металлы, органические молекулы или витамины. Например, гем 
в гемо глобине и цитохромах помогает связывать и транспортировать кислород или 
опосре дует протекание окислительновосстановительных реакций. SAM и SAH также 
могут служить простетической группой для многих ферментов. Эти ферменты часто 
оши бочно аннотируются как MTaзы. Зачастую молекула SAM, связанная с ферментом, 
напря мую участвует в катализе за счет положительного заряда на атоме серы [16, 226–
229], тогда как SAH может ингибировать активность такого фермента [226]. SAM и 
SAH могут служить для поддержания структурной целостности белка [230–232]. 
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 Также молекула SAM играет важную роль в некоторых рибопереключателях, пред
ставляющих собой консервативные элементы РНК, локализованные в 5′нетранс ли
руе мой области (5′UTR) мРНК. Они регулируют экспрессию генов за счет изменения 
струк туры при связывании с соответствующими лигандами [233]. SAMзависимые 
рибо переключатели является наиболее распространёнными и характеризуются высокой 
аффин ностью и селективностью к SAM. Они выступают в качестве регуляторных 
модулей в метаболических путях. В настоящее время известно семь классов рибопе ре
клю чателей, специфичных к SAM, а также один рибопреключатель SAM/SAH и один 
рибо переключатель SAH. Каждое семейство SAMрибопереключателей имеет уникаль
ную третичную структуру, поддерживающую специфический карман для связывания 
кофактора [234–238]. 

VIII. БИООРТОГОНАЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ С АНАЛОГАМИ SAM
Биоортогональными называют реакции (обычно проводимые искусственно), которые 
проте кают внутри живых систем, не мешая естественным биохимическим процессам 
[239]. В литературе описан ряд примеров биоортогональных реакций, основанных на ана
ло гах SAM. В них участвуют модифицированные МТазы, созданные методами белковой 
инже нерии. Такие МТазы используют аналоги SAM для переноса функциональных 
групп на определенные субстраты  [122, 240]. В основном они применяются для изуче
ния субстратов МТаз  [85, 111, 122, 125, 241–243]. 
 Ключевой задачей биоортогонального подхода является создание эффективно взаи
мо действующих пар ферменткофактор, таких, чтобы модифицированный фермент мог 
узнавать только целевой аналог SAM и переносить функциональную группу с него на 
свой субстрат. Это нужно для формирования параллельного каскада алкилирования, 
кото рый может работать в живых клетках или клеточных лизатах, одновременно с 
естест венными процессами метилирования, необходимыми для нормального функцио
ни рования клеток.
 Основными компонентами биоортогональной системы является аналог SAM, содер
жа щий функциональную группу с меткой, и МТаза, способная эту группу переносить. 
Также система может включать регенерирующие аналоги SAM белки, необходимые 
для создания каталитического каскада. При разработке биоортогональных систем, как 
правило, приходится модифицировать МТазы и/или генерирующие SAM ферменты. Это 
нужно, вопервых, для того, чтобы объёмные заместители с меткой могли узнаваться 
белками, а вовторых, для достижения селективности реакции к целевому субстрату в 
при сутствии других клеточных МТаз. Далее мы рассмотрим некоторые примеры. 
 Первый подход к созданию биоортогональных систем с аналогами SAM основан 
на разработке биоинженерных МТаз с мутациями консервативных остатков, а также 
остатков в близлежащих гидрофобных полостях [134]. 
 Например, была получена система с азидопроизводным AbSAM, способная рабо
тать в сложных клеточных смесях. При помощи этой системы, а также методов клик
хи мии и массспектрометрии [244], были идентифицированы многочисленные ранее 
неиз вестные мишени онкогенной NМТазы лизина 9 в гистоне 3 (H3K9) – EuHMT1/2 
[134, 245]. Метод был усовершенствован для работы в живых клетках, что позволило 
изу чать процессы метилирования в естественных условиях [246, 247].
 Вторая стратегия для создания биоортогональных систем фокусируется на моди фи
кации ферментов, генерирующих аналоги SAM. Модифицированные ферменты позво
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ляют получать в условиях in situ стабильные аналоги SAM, содержащие различные 
функ цио нальные группы, включая фоторасщепляемые или содержащие фрагменты, 
исполь зуемые в кликхимии, которые затем сразу используются SAMзависимыми фер
мен тами [248]. Недавние достижения в этой области включают разработку бензильных 
аналогов SAM, синтез которых катализирует фермент PCMjMAT [126, 249]. Такие 
бен зильные аналоги SAM обеспечивают эффективный перенос норборненов в нуклеи
новые кислоты, облегчая быстрое лигирование тетразина для ортогональной марки
ровки биомолекул [250–252]. В другом примере этим методом осуществили перенос 
фото чувствительных бензильных групп на ДНКсубстрат [249]. 
  С помощью PCMjMAT можно синтезировать широкий ряд производных SAM 
из аналогов АТФ с объёмными заместителями при атоме N6 остатка аденина и произ вод
ных L метионина с Sбензильным или Sпропаргильным фрагментом (Рис. 24). Исполь
зо вание данного фермента в каскадных реакциях открывает широкие возмож ности в 
био ртогональном алкилирование in vivo [253].
 Третья стратегия в создании биоортогональных меток заключается в одновременной 
моди фикации фермента, генерирующего аналог SAM, а также целевой МТазы. Saulius 
Klimašauskas и его коллеги разработали биоинженерные варианты MAT2A (с заменами 
I117A, Q113N/I117A или S114A/I117A), которые позволяют эффективно синтезировать 
аналог SAM из S(6азидогекс2инил)Lгомоцистеина (N3Met) и АТФ (Рис. 30). Также 
они модифицировали ДНК МТазу (DNMT1N1580A), чтобы она смогла переносить функ
цио нальный заместитель на субстрат. Внесение генов этих мутантных белков в геном 
поз волило получить экспрессируемый каскад MAT2ADNMT1 в клетках млеко пи таю
щих, который позволяет in vivo исследовать метилом МТазы DNMT1, в нативных или 
стрессовых условиях [136, 254, 255].

Рис. 30/ Каскад MAT2ADNMT1, который позволяет in vivo исследовать метилом МТазы DNMT1. 
 Изображение используется с разрешения автора [254].
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 SAMзависимое метилирование может происходить не только под действием бел
ков, но и с помощью рибозимов – каталитических молекул РНК [112, 128, 256–258]. 
Команда Claudia Höbartner разработала SAMзависимый рибозим, катализирующий 
сайт спе цифическое пропаргилирование определенных молекул РНК. Этот рибозим 
полу чил название «SAMURI» [259, 260]. В качестве аналога кофактора он использует 
моди фицированный пропаргилSe2,6диаминопуринрибозилселенометионинамид 
(ProSeDMA, Рис. 31), в котором карбоксильная группа заменена на амидную для повы
ше ния стабильности, а аденин SAM заменен на 2,6диаминопурин, чтобы избежать 
узна ва ния ProSeDMA другими SAMзависимыми ферментами. Исследователи проде
монст рировали, что SAMURI эффективен при введении меток в РНК in vitro и данный 
про цесс происходит селективно, без включения метки в другие биомолекулы, что 
является ярким примером биортогональности. 
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Рис. 31. Устойчивость аналогов SAM, содержащих пропаргильную группу.

IX. ПРИМЕРЫ ПРАКТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ АНАЛОГОВ SAM
Ферментативное метилирование, катализируемое МТазами, оказывает значительное 
влия ние на многие биохимические и эпигенетические процессы в организме животных 
и чело века. Дисбаланс экспрессии МТаз или мутации в каталитическиважных участках 
приво дят к различным расстройствам, таким как рак, нейродегенеративные и сердечно
сосу дистые заболевания и множество других. Например, не модифицированная моле
кула SAM используется в медицинской практике в качестве гепапротектора [261]. 
 Для управления активностью МТаз разрабатываются различные аналоги SAM, обла
дающие способностью селективного ингибирования биологическизначимых МТаз. В 
число МТаз, имеющих фармакологическую значимость в качестве биомишеней, вхо
дят альфаNМТазы (NTMT1) [262–264], белковые аргининМТазы (PRMT) [265, 266], 
МТазы лизина (PKMT) [267] и некоторые другие [10, 99, 103, 268–271].
 Молекула SAM может быть частью репортерной системы. Так, Jonathan J. Sil berg и 
команда разработали систему, состоящую из гена hmt, разделённого на два нефунк цио
наль ных фрагмента [272]. Отдельно эти фрагменты не производили активную форму 
HMT при транскрипции в Escherichia coli. Однако при их совместной транскрипции 
обра зовывался репортерный белок HMT, который мог выполнять каталитическую 
функ цию и генерировать метилбромид из SAM и бромид иона. Поскольку метилбромид 
явля ется летучим веществом, то его можно зафиксировать газоанализатором. В резуль
тате оказывается возможным мониторинг поведения микроорганизмов в почвах, средах 
труд но доступных для визуализации. Когда клетки, содержащие один фрагмент hmt, 
сме ши вались в почве с клетками, содержащими второй фрагмент hmt, происходил 
обмен генетическим материалом. Об этом свидетельствовало 16кратное увеличение 
кон центрации метилгалогенидов. Таким образом стал возможен мониторинг влияния 
поч венных условий на перенос генов [273, 274]. 
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X. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разнообразие реакций, в которых SAM принимает непосредственное участие, очень 
велико. Помимо реакций метилирования в их число входит множество других фермен
та тивных процессов, включая перенос отличных от метила функциональных групп 
SAM на различные субстраты, а также участие в других ферментативных реакциях. 
 Зачастую по наличию SAMсвязывающего домена белковую последовательность 
анно тируют как предположительную МТазу. Однако, принимая во внимание разнообразие 
задач, выполняемых SAM, стоит иметь в виду, что не все белки, аннотированные как 
МТазы, действительно переносят метильную группу на какиелибо субстраты. Поэтому 
при решении задачи определения функции нового SAM связывающего белка проверке 
подле жит множество разных вариантов ферментативной активности. 
 Многие реакции трансалкилирования с использованием SAM и его аналогов нашли 
приме нение в синтетической практике. С другой стороны, реакции, в которых SAM 
является донором других групп, применяются гораздо реже. Весьма перспективной 
пред ставляется разработка этих подходов для биосинтеза широкого круга разнообразных 
молекул. 
 Использование биоортогональной системы с участием аналогов SAM пред став
ля ется очень перспективным, поскольку позволяет проводить или отслеживать строго 
опре делённые реакции на фоне естественных процессов, протекающих в клетке. Все 
био орто гональные системы с участием аналогов SAM, описанные на данный момент в 
лите ратуре, нацелены на проведение селективной реакции алкилирования. Вероятно, в 
буду щем эти подходы могут быть расширены за счёт использования других SAMзави
си мых ферментов.
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