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Ферменты одного семейства, обладая общей каталитической стратегией, могут различаться по другим 
свойствами и разделяться на подсемейства по субстратной специфичности, стереоселективности, 
стабильности и т.д. Сравнительный биоинформатический анализ был применен для изучения таких 
позиций в структурах белков, специфическая изменчивость которых в рамках семейства позволяет 
предположить их ведущую роль в формировании функционального разнообразия. Такие специфические 
позиции подсемейства (СПП) консервативны только внутри подсемейств ферментов, но различаются 
между ними. Алгоритм поиска СПП в структурах белков на основе геномной и структурной информации 
был использован для биоинформатического анализа ферментов суперсемейства альфа-бета гидролаз, 
которые потеряли сходство по аминокислотным последовательностям в результате естественного отбора 
и эволюции от общего предка. Проведенное исследование показало высокую степень структурного 
сходства активных центров даже у удаленных гомологов и выявило закономерности распределения 
типов аминокислот у ферментов с различными каталитическими свойствами. 
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Enzymes within a family usually share a common catalytic strategy but differ in more specific features and can 
be divided into subfamilies possessing different properties such as specificity, enantioselectivity, stability, etc. 
Comparative bioinformatics was used to explore residues that are subject to subfamily-specific variations and 
thus are likely to be responsible for functional divergence between homologs. These subfamily-specific positions 
(SSPs) are conserved within subfamilies of enzymes, but different between subfamilies. A method to identify 
subfamily-specific positions in protein structures has been used for bioinformatic analysis of alpha-beta 
hydrolase fold superfamily of enzymes which have lost sequence similarity during natural selection and 
specialization from a common ancestor. The insight has revealed high structural similarity of catalytic site areas 
even for distant homologs and showed distribution of amino acid types among enzymes with different catalytic 
properties. 
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1. Введение 

Сравнительный анализ белков является важнейшим шагом при изучении структурно-

функциональных взаимосвязей. В процессе эволюции изменение аминокислотной 

последовательности происходит с большей скоростью, чем изменение структуры [2]. Это 

приводит к тому, что ферменты, произошедшие от одной предковой формы в результате 

дивергентной эволюции и претерпевшие значительные функциональные изменения в 

условиях естественного отбора, не обладают сходством по последовательностям, 
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достаточным для сравнительного анализа [2; 7]. В противоположность выравниванию 

аминокислотных последовательностей белков выравнивание структур в первую очередь 

основано на геометрическом сравнении положения аминокислот в пространстве, а не на 

сопоставлении их биохимических особенностей. В связи с этим при изучении структурно-

функциональных взаимосвязей между дальними эволюционными родственниками 

выравнивание третичных структур представляется значительно более информативным и 

точным, чем выравнивание аминокислотных последовательностей. В настоящий момент в 

банке данных трехмерных моделей белков PDB насчитывается более 85 000 записей, число 

которых ежегодно растет [1]. Доступность этой информации открывает новые перспективы 

для биоинформатического структурного анализа.  

Опыт сравнительного анализа позволяет утверждать, что пространственная организация 

активного центра является наиболее консервативным элементом структуры гомологичных 

ферментов, в то время как остальные области могут принципиально отличаться [10]. Укладка 

полипептидной цепи и расположение боковых радикалов аминокислот в активном центре 

определяет характер взаимодействий, которые необходимы для узнавания, связывания и 

превращения субстрата. Кроме того, замечено, что аминокислотные остатки, влияющие на 

субстратную специфичность и каталитическую активность, как правило, находятся в радиусе 

7-15Å от ключевых каталитических остатков [6]. В связи с этим сравнительный 

биоинформатический анализ наиболее важных с функциональной точки зрения элементов 

структуры – активных центров – представляет особый интерес.  

Изучение молекулярных механизмов действия ферментов и использование этого знания для 

направленного дизайна их свойств остается важнейшей задачей современной биохимии. 

Разнообразие свойств в пределах одного семейства (субстратной специфичности, 

стереоселективности, стабильности и др.) является скорее правилом, чем исключением. В 

связи с этим актуальным представляется поиск и изучение таких специфических позиций 

подсемейств (СПП) в структурах белков одного семейства, изменчивость которых в процессе 

эволюции привела к разнообразию их функциональных характеристик – другими словами, 

аминокислотных позиций, которые консервативны только внутри определенных 

функциональных групп внутри целого семейства, но различаются между группами. 

В работе использован новый алгоритм поиска специфических позиций подсемейств на 

основе анализа геномной и структурной информации. Проведен структурный сравнительный 

анализ ферментов суперсемейства альфа-бета гидролаз и рассмотрены каталитически 

важные позиции с точки зрения распределения типов аминокислот между ферментами с 

разными свойствами. 
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2. Методы 

2.1 Поиск структур гомологичных белков. α/β-гидролазы с известной трехмерной 

структурой получали из базы данных ESTER. 95%-ный фильтр по аминокислотным 

последовательностям использовали для создания неоднородной выборки структур. 

2.2 Идентификация структурных взаимосвязей в области активного центра. Базу 

данных структур активных центров готовили следующим образом. Для идентификации 

аминокислотных остатков активного центра, вовлеченных в каталитический механизм, 

использовали базу данных Catalytic Site Atlas (CSA). Аминокислотные остатки, 

обеспечивающие доставку, связывание и ориентацию субстрата в активном центре фермента, 

определяли с помощью алгоритма структурного анализа CASTp. Создавали координатный 

файл в формате PDB, содержащий область активного центра фермента (рис. 1). Фрагменты, 

состоящие менее чем из 6 аминокислот, удаляли. Остальные фрагменты, разделенные не 

более чем 10 аминокислотами, объединяли. Полученную библиотеку структурных файлов 

выравнивали с использованием программы Matt [5]. Для визуального структурного анализа 

использовали программу Pymol. 

2.3 Оценка специфичности. Для того чтобы оценить степень специфичности каждой 

колонки множественного выравнивания, использовали следующую функцию оценки, 

основанную на формуле относительной энтропии: 
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где A и B – типы аминокислот в колонке множественного выравнивания; qi(AB) и qi(AB, G) 

обозначают частоту пары AB в колонке i и в подсемействе G этой колонки; qi(A) и qi(A, G) – 

частоты аминокислоты типа А соответственно в колонке i и в подсемействе G; nG – общее 

количество подсемейств. M(AB) соответствует оценке биохимического сходства 

аминокислот типов A и B, рассчитанной как 
)min()max(
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значение матрицы BLOSUM62. Диагональные элементы матрицы М(АА) приравнивали к 1 

для того, чтобы не допустить переоценки редких типов аминокислот.  
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Рис 1. Область активного центра – 
фрагмент полноразмерной структуры 
фермента, состоящий из (1) остатков, 
обеспечивающих функционирование 
каталитического механизма (показаны в 
виде ball-and-sticks); (2) остатков, которые 
взаимодействуют с функциональными 
группами субстрата в процессе его 
доставки и ориентации в активном центре 
(показаны как сферы); и (3) ряда 
окрестных остатков, формирующих 
целостность выделенного фрагмента 
(показаны в виде сетки). 

Чтобы распознать, является ли распределение аминокислот по колонке случайным или 

ассоциировано с разбиением на подсемейства, каждую колонку перетасовывали 10 000 раз. 

При этом границы подсемейств оставляли неизменными [4]. Для каждой случайной 

перетасовки вычисляли оценку Si
rnd. 

2.4 Оценка консервативности. Для оценки консервативности колонки множественного 

выравнивания использовали формулу Valdar и Thornton [9].  

2.5 Статистический анализ. Z-оценку специфичности и консервативности для каждой 

колонки рассчитывали как 
)( rnd

i
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SS
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= , где Si – оценка специфичности или 

консервативности колонки i, а Si
rnd соответствует значению для случайно перетасованной 

колонки. Для расчета Р-оценок статистической значимости использовали ранговую 

статистику Бернулли [4]. 

3. Результаты и обсуждение 

Результатом дивергентной эволюции стало возникновение родственных ферментов, которые 

катализируют различные химические превращения, несмотря на структурное сходство 

активных центров. Понимание структурно-функциональных механизмов, которые 

обеспечивают различное функционирование гомологичных активных центров, представляет 

одну из важнейших задач современной энзимологии. Суперсемейство альфа-бета гидролаз 

является одной из наиболее крупных групп ферментов со схожей структурной организацией, 

но различными каталитическими свойствами [7]. Наблюдаемое разнообразие является 

следствием глубокой специализации от общего предка, которая сопровождалась потерей 

сходства по аминокислотным последовательностям. Например, представители 

суперсемейства липаза Б из Candida antarctica, сериновая карбоксипептидаза из Triticum 
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aestivum и оксинитрилаза из Hevea brasiliensis характеризуются сходством по первичным 

структурам в пределах всего лишь 7,8–13,7%. Это не позволяет сравнивать удаленные 

гомологи при помощи выравнивания аминокислотных последовательностей, в то время как 

сравнение только близких гомологов не позволит охватить наблюдаемого в суперсемействе 

разнообразия свойств. Каноническое трехмерное выравнивание также не обнаруживает 

достаточного сходства пространственной организации указанных ферментов, что 

объясняется значительными различиями полноразмерных структур. Таким образом, 

сравнительный биоинформатический анализ эволюционно удаленных гомологов на уровне 

структурной организации активных центров (см. Методы, п. 2.2) был использован для 

изучения структурно-функциональных взаимосвязей в суперсемействе α/β-гидролаз. 

Полученное выравнивание 238 различных структур, по нашим данным, является самым 

масштабным множественным структурным сравнением белков с α/β-гидролазной укладкой 

полипептидной цепи на настоящий момент.  

Сравнительный анализ показал, что очень небольшое количество участков имеют общую для 

всего суперсемейства структурную организацию, что можно объяснить глубокой 

специализацией от общего предка в процессе эволюции. 78 аминокислотных остатков 

структурно консервативны в 50% представителей суперсемейства, в то время как в 70% 

исследованных белков было обнаружено только 55 общих позиций, которые соответствуют 

основным структурным блокам α/β-гидролазной укладки [7] – β-слоям 3, 5, 6 и 7 

центрального β-листа, а также α-спиралям C и E. Сравнительный анализ выявил 

значительное структурное сходство участков активного центра в области каталитической 

триады – петель между β5 и αC (так называемая петля нуклеофила), β7 и αE, а также β8 и αF. 

Статистический анализ множественного выравнивания показал, что только три 

аминокислотных остатка можно считать консервативными во всем суперсемействе: 

каталитический гистидин, а также два остатка глицина, формирующих консенсусный 

паттерн GXNXG, где N обозначает положение каталитического нуклеофила, а Х допускает 

присутствие любой аминокислоты (таблица 1). Показано, что упомянутые позиции не только 

содержат аминокислоты одного функционального типа, но также занимают одно положение 

и ориентацию в структурах ферментов суперсемейства. Тем не менее единственной строго 

консервативной аминокислотой является только каталитический гистидин. В то время как 

роль этого остатка в разных каталитических механизмах может варьировать, эволюционное 

давление на эту позицию, по всей видимости, говорит об уникальных химических свойствах 

гистидина в реакциях переноса протона. 
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Таблица 1 – Аминокислоты, консервативные в суперсемействе α/β-гидролаз – 
каталитический гистидин (His), а также глицины консенсусного паттерна нуклеофила 
Gly1XNXGly 2 
 

Ранг Z-оценка Р-оценка Позиция Аминокислотный состав 

1 4.89 2.72*10-5 His H (100%)  

2 
4.23 4.33*10-11 Gly1 

G (91%) A (4%) S (2%) L (1%) E (1%)  
W (<1%) H (<1%) 

3 
4.10 6.03*10-14 Gly2 

G (90%) A (4%) S (2%) V (1%) T (1%)  
I (1%) C (<1%) L (<1%) H (<1%) 

 

 

Таблица 2 – Специфические позиции подсемейств в суперсемействе α/β-гидролаз 

 

Ранг Z Р Позиция П1 П2 П3 П4 

1 49.0 0.0 Ser 105 C(100%) D(100%) S(100%) S(100%) 

2 17.6 1.4* 
10-134 

Asp 187 D(100%)  D(100%) D(100%) E(100%) 

3 9.7 1.4* 
10-62 

Gln 106 W(67%)  
L(33%)  

W(75%)  
Y(13%) 
I(12%)  

M(20%) L(19%) Q(18%) 
Y(11%) A(10%) N(5%)  
F(4%) T(3%) W(2%)  
V(2%) S(1%) C(1%)  
K(1%) G(1%) D(1%)  
H(1%) 

A(65%)  
M(15%)  
L(8%)  
F(8%)  
G(4%) 

9 6.0 7.1* 
10-71 

Thr 40 
 

I(67%)  
A(33%)  
 
 

F(63%) 
W(13%)  
E(13%)  
gap(11%) 

G(18%) L(15%) F(12%)  
T (10%) gap(10%) 
S(7%) Y(6%) W(5%) 
I(4%) A(4%) M(2%) 
N(1%) E(1%) V(1%) 
R(1%) H (1%) D(1%) 
C(1%) 

G(65%)  
gap(15%)  
L(12%)  
A(4%)  
S(4%)  

Подсемейство 1 (П1) включает диенлактон-гидролазы, П2 – эпоксидгидролазы, П3 – 
пролилэндопептидазы, карбоксипептидазы, галопероксидазы, кутиназы, липазы и оксинитрилазы, П4 
– некоторые карбоксиэстеразы, ацетилхолинэстеразы и бутирилхолинэстеразы. Нумерация позиций 
приведена в соответствии с липазой Б из Candida antarctica. Для каждой позиции указан ранг ее 
статистической значимости, Z- и P-оценки, встречаемость типов аминокислот в подсемействах. 
  

Анализ множественного выравнивания двух других остатков каталитической триады – 

нуклеофила и аминокислоты, а также остатков оксианионного центра показал 

специфическое распределение типов аминокислот в этих позициях среди подсемейств 

ферментов с различными свойствами (таблица 2). Так, например, серин, аспартат и цистеин 

могут играть роль нуклеофила в ферментах из разных подсемейств, в то время как позиция 

каталитической кислоты может быть занята аспартатом или глутаматом. Описанное 
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наблюдение может показаться тривиальным, однако является хорошей иллюстрацией того, 

как систематический анализ специфических позиций может быть использован для изучения 

разнообразия свойств и структурно-функциональных взаимосвязей в ферментах. Кроме того, 

сайт-направленный мутагенез каталитического нуклеофила (специфической позиции) часто 

используется в белковой инженерии для дизайна ферментов с новыми свойствами [3]. 

Другим интересным наблюдением является специфичность остатков оксианионного центра – 

гомологов Thr40 и Gln106 CALB в других ферментах. Как правило, только атомы основной 

цепи этих аминокислот участвуют в катализе, однако боковые радикалы могут образовывать 

стабилизирующие взаимодействия с «якорными» остатками [8]. Можно предположить, что 

аминокислотный состав этих СПП меняется в зависимости от окружения в ферментах из 

различных подсемейств, что подразумевает структурную роль.  

4. Выводы 

Использован алгоритм структурного анализа эволюционно родственных, но удаленных 

ферментов, претерпевших значительные изменения в ходе естественного отбора и 

специализации от общего предка. Биоинформатический анализ применен к суперсемейству 

α/β-гидролаз для изучения таких позиций в структурах белков, специфическая изменчивость 

которых позволяет предположить их ведущую роль в формировании функционального 

разнообразия. Сравнительный анализ ферментов суперсемейства показал высокую степень 

сходства основных структурных блоков α/β-гидролазной укладки – β-слоев 3, 5, 6 и 7 

центрального β-листа, а также α-спиралей C и E. Показано, что каталитический гистидин 

является единственной строго консервативной аминокислотой среди α/β-гидролаз. 

Остальные аминокислоты каталитической триады, а также остатки оксианионного центра 

были определены как специфические позиции подсемейств. Распределение типов 

аминокислот в этих позициях соответствует разделению ферментов на подсемейства с 

различными каталитическими активностями. Данный алгоритм может быть использован 

также для систематического изучения структурно-функциональных взаимосвязей в 

семействах ферментов на основе биоинформатического анализа и определения 

специфических позиций. Информация о специфических позициях может быть использована 

для получения ферментов с заданными свойствами, а также функциональной аннотации 

недавно открытых белков.  
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