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“The characterization of hypothetical proteins
is a major challenge in the post�genomic area.”

E. Rebuffet et al., 2011 [1]

Успешное осуществление тысяч геномных про$
ектов [2] превращает функциональную аннотацию
закодированных в геномах белков в одну из важней$
ших задач современной молекулярной биологии.
Домены – строительные модули, из которых по$
строены белки – претерпевают изменения и со$
единяются в различных комбинациях в процессе

эволюции, но обычно они не возникают заново [3].
Объединение структурно сходных (т.е. эволюцион$
но близкородственных) доменов в семейства облег$
чает их функциональную аннотацию. Обычно белки
одного семейства обладают одинаковыми или сход$
ными функциями, например, энзиматическими ак$
тивностями. Однако многие семейства белковых до$
менов не содержат функционально охарактеризо$
ванных в эксперименте представителей, что
затрудняет их аннотацию. Один из возможных под$
ходов в такой ситуации – поиск дальних гомологов,
относящихся к другим семействам, для которых
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уже существует функциональная аннотация. Од$
нако использование неохарактеризованных бел$
ков для поиска предполагаемых гомологов путем
итеративного скрининга белковой базы данных
не всегда оказывается успешным. При скрининге
часто не выявляются какие$либо дополнитель$
ные гомологи, особенно в тех случаях, когда се$
мейство представлено лишь небольшим числом
близкородственных белков. В результате этого,
функционально охарактеризованными (как экс$
периментально, так и методами биоинформати$
ки) в первую очередь оказываются крупные се$
мейства, хотя число их существенно меньше, чем
число мелких семейств. Часто проблема поиска
уже охарактеризованных эволюционно родствен$
ных семейств может быть снята, если задачу ре$
шать в обратном направлении: искать дальние го$
мологи для представителей многочисленных и
хорошо исследованных семейств белковых доме$
нов. Особенно сложна аннотация семейств бел$
ков, представленных, главным образом или ис$
ключительно, в организмах, принадлежащих к
экспериментально малоизученным филогенети$
ческим группам прокариот.

Обширная группа ферментов, катализирующих
гликолитическое расщепление углеводов и их про$
изводных, – гликозилгидролазы (К.Ф. 3.2.1), на ос$
новании сходства их каталитических доменов, была
распределена по 120 семействам: GH1–GH125,
кроме GH21, GH40, GH41, GH60 и GH69 [4].
При сравнительном анализе первичных и третич$
ных структур соответствующих белков во многих
случаях выявляются эволюционные связи между
представителями различных семейств, что позво$
лило разработать иерархическую классификацию
каталитических доменов гликозилгидролаз и их
гомологов [5, 6]. При этом почти все семейства
гликозилгидролаз объединены в шесть основных
групп, в пределах которых каталитические доме$
ны обладают сходной пространственной структу$
рой и имеют, вероятно, общее эволюционное
происхождение [6]. На основании наиболее близ$
кого родства 51 семейство было сгруппировано в
14 кланов (GH$A–GH$N) [4, 6].

Использование каталитического домена се$
мейства GH43 (клан GH$F) для итеративного
скрининга базы данных позволило проследить
его родство с группой функционально неохарак$
теризованных белков, названной GHLP (впо$
следствии – COG2152 или DUF377), а также с
белком SCO3481 (GenPept, CAB61805.1) из бакте$
рии Streptomyces coelicolor [7]. Недавно этот белок
вместе с группой его близких гомологов был от$
несен к новому семейству GH117 гликозилгидро$
лаз [1, 4]. Показано также близкое родство белков
семейства GHLP с еще одной группой функцио$
нально неохарактеризованных белков – семей$
ством DUF1861 [6, 8].

Сравнительный анализ аминокислотных по$
следовательностей показал, что имеется струк$
турное сходство ряда лизоцимов с белками двух
функционально слабоизученных семейств: белки
семейства COG3926 (или DUF847) оказались
наиболее близки к лизоцимам семейства GH24
(клан GH$I), а белки из семейства COG5526 – к
представителям семейства GH23 [9]. Следует от$
метить, что семейство COG3926/DUF847 в на$
стоящее время рассматривается как семейство
GH108 гликозилгидролаз [4].

Использование каталитических доменов се$
мейства GH27 (клан GH$D) позволило с помо$
щью итеративного скрининга базы данных обна$
ружить их родство с представителями ряда се$
мейств гликозилгидролаз, а также семейств
COG1649 (или DUF187) и GHX [10, 11]. Впослед$
ствии семейство GHX было включено в класси$
фикацию гликозилгидролаз под названием GH97
[4, 12]. При использовании доменов семейств
GH13 (клан GH$H) и GH31 (GH$D) обнаружены
их эволюционные связи соответственно с семей$
ствами COG1649 и COG2342 [13] и COG1306,
COG1649 и COG3868 [14]. Следует отметить, что
некоторая часть представителей семейств
COG2342 и COG3868 в настоящее время объеди$
нена в новое семейство гликозилгидролаз GH114
[4, 15]. Однако мы в настоящей работе, как и ра$
нее [6, 15], будем называть GH114$доменами
только представителей семейства COG3868.

Исследование белков семейства GH36 (клан
GH$D) и близких гомологов позволяет их реклас$
сифицировать в 11 новых семейств – GH36A–
GH36K, многие из которых не содержат экспери$
ментально охарактеризованных белков [5, 6, 10,
11, 14, 15].

Сравнительный анализ белков, полученных
при итеративном скрининге базы данных амино$
кислотных последовательностей с помощью ка$
талитических доменов семейств GH101 [16] и
GH114 (COG3868) [15], позволил идентифициро$
вать 15 новых семейств гипотетических гликозил$
гидролаз – GHL1–GHL15 – и предсказать веро$
ятное строение активного центра у этих белков. В
настоящей работе проведен итеративный скри$
нинг базы данных аминокислотных последова$
тельностей с использованием доменов семейств
GHL1–GHL15 для исследования эволюционных
связей между семействами белков и поиска новых
семейств гипотетических гликозилгидролаз. 

АНАЛИЗ ДАННЫХ

Основной скрининг базы данных аминокис$
лотных последовательностей GenPept на сайте
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) проводили
9 февраля 2011 г. с помощью программы PSI$BLAST.
В качестве запроса (query) служили GHL$домены
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белков семейств GHL1–GHL15 (табл. 1). Грани$
цы доменов определяли на основании гомологии
с ранее известными доменами, имеющими струк$
туру (β/α)8$бочонка. По каждому из запросов по$
иск вели в разделе “non$redundant protein sequenc$
es” базы данных GenPept. В качестве порогового
значения величины E$value для включения най$
денного белка в модель, используемую программой
PSI$BLAST на каждой следующей итерации, брали
величину 0.005. Результаты обобщали с помощью
недавно разработанной нами программы PSI Pro$
tein Classifier [14]. В работе также анализировали ре$
зультаты скринингов, проведенных в более ранние
сроки (с января 2009 по февраль 2011 г.).

Критерий для отнесения белка к ранее известно$
му семейству – обнаружение этого белка с помо$
щью соответствующего домена какого$либо пред$
ставителя данного семейства в процессе первой
итерации программы PSI$BLAST с E$value ≤ 10–7. В
качестве новых семейств рассматривали суще$
ственно изолированные группы белков$гомоло$
гов. Соответствующие домены этих белков ис$
пользовали в качестве запросов для скрининга
базы данных с помощью программы PSI$BLAST.
Если ни один из этих доменов не позволял обнару$
жить в процессе первой итерации (с E$value ≤ 10–7)
ни одного фрагмента аминокислотной последо$
вательности, принадлежащего домену из ранее
известного семейства, то эти домены рассматри$

вались как представители новых семейств. Их
объединяли в семейства на основании того же
критерия, что и при отнесении белков к ранее из$
вестным семействам (т.е. E$value ≤ 10–7). Для
определения принадлежности белков конкрет$
ным семействам (ранее известным или описывае$
мым впервые) применяли программу PSI Protein
Classifier.

Для проведения кластерного анализа использо$
вали программу NEIGHBOR (метод ближайших со$
седей, Neighbor$Joining method) из пакета PHYLIP
(http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html). Про$
грамму TreeView Win32 (http://taxonomy.zoolo$
gy.gla.ac.uk/ rod/treeview.html) применяли для ви$
зуализации деревьев.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для итеративного скрининга базы данных ами$
нокислотных последовательностей на сайте NCBI с
помощью программы PSI$BLAST было использо$
вано по одному домену семейств GHL1–GHL15
(табл. 1). По итогам вторых итераций с доменами
семейств GHL12 и GHL15 были обнаружены те
же два белка, что и по итогам их первых итераций
(ACB73617.1 и EFL62392.1 для GHL12;
BAH54049.1 и CAO81213.1 для GHL15); дальней$
ший поиск их гомологов на этом прекращали.
Скрининг с помощью домена семейства GHL7

Таблица 1. Представители семейств GHL1–GHL15, использованные для скрининга базы данных с помощью програм$
мы PSI$BLAST

Белок Семей$
ство Организм (отдел прокариот) Размер 

белка
Область 

гомологии Аннотация (NCBI)

AAN24642.1 GHL1 Bifidobacterium longum (Actinobacteria) 631 290–532 hypothetical protein

EFB00786.1 GHL2 Victivallis vadensis (Lentisphaerae) 960 471–750 »

BAH37732.1 GHL3 Gemmatimonas aurantiaca (Gemmatimonadetes) 785 302–575 »

EFB01375.1 GHL4 Victivallis vadensis (Lentisphaerae) 1210 544–800 »

ACB52584.1 GHL5 Cyanothece sp. ATCC 51142 (Cyanobacteria) 845 198–611 unknown

ADE53551.1 GHL6 Coraliomargarita akajimensis (Verrucomicrobia) 356 40–272 hypothetical protein

ABQ90769.1 GHL7 Roseiflexus sp. RS$1 (Chloroflexi) 434 36–427 »

ACU02990.1 GHL8 Pedobacter heparinus (Bacteroidetes) 392 18–392 »

AAM01554.1 GHL9 Methanopyrus kandleri (Euryarchaeota) 389 14–245 predicted membane protein

ABF43386.1 GHL10 Koribacter versatilis (Acidobacteria) 494 40–369 conserved hypothetical protein

EFB00125.1 GHL11 Victivallis vadensis (Lentisphaerae) 519 145–478 hypothetical protein

ACB73617.1 GHL12 Opitutus terrae (Verrucomicrobia) 1221 719–919 α$N$arabinofuranosidase

AAW77166.1 GHL13 Xanthomonas oryzae (Proteobacteria) 663 350–635 HmsF protein

ACL40874.1 GHL14 Arthrobacter chlorophenolicus (Actinobacteria) 360 2–356 conserved hypothetical protein

BAH54049.1 GHL15 Rhodococcus opacus (Actinobacteria) 460 7–458 hypothetical protein

Примечание. В первой колонке указан номер соответствующей аминокислотной последовательности белка в базе данных
GenPept (NCBI). В колонке “Размер белка” указано суммарное число аминокислотных остатков в белке$предшественнике.
В колонке “Область гомологии” даны номера аминокислотных остатков в последовательности белка, которые ограничивают
участок, соответствующий исследуемому домену.
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останавливали на тринадцатой итерации, так как
она не обнаруживала новых белков в сравнении с
предыдущей итерацией (с E$value ≤ 0.005). С
остальными двенадцатью доменами (GHL1–
GHL6, GHL8–GHL11, GHL13 и GHL14) прово$
дили от четырех до семи итераций, их число обу$
словлено техническими ограничениями интернет$
версии программы PSI$BLAST. В общей сложности
обнаружено 26235 неидентичных белков. Большин$
ство из них в области гомологии содержат домены
ранее известных семейств гликозилгидролаз: GH5
(клан GH$A), GH13 (GH$H), GH17 (GH$A), GH18
(GH$K), GH20 (GH$K), GH27 (GH$D), GH29,
GH31 (GH$D), GH35 (GH$A), GH36 (GH$D),
GH39 (GH$A), GH42 (GH$A), GH53 (GH$A),
GH66, GH97, GH101, GH107 и GH114 (табл. 2).
Среди белков бывшего семейства GH36 оказа$
лись представители всех 11 ранее выделенных на$
ми семейств GH36A–GH36K, кроме семейства
GH36I. Помимо этого были обнаружены белки,
содержащие домены ряда других семейств, кото$
рые до сих пор экспериментально энзиматически
не охарактеризованы, но, как показано нами ра$
нее, они имеют эволюционные связи с некоторы$
ми семействами гликозилгидролаз. Помимо се$
мейств GHL1–GHL15, это семейства COG1306
[18], COG1649 [19] и COG2342 [13]. Обнаружены
также белки семейства DUF3111, родство кото$
рых с гликозилгидролазами до сих пор не было
известно. При этом наибольшее число найден$
ных белков – 12976 – принадлежит семейству
GH13 (табл. 2). Среди них оказался лишь один бе$
лок, относящийся к подсемейству GH13_33, и ни
одного белка из подсемейства GH13_25 (или
KOG3625). Ранее мы предложили эти два подсе$
мейства рассматривать в качестве самостоятель$
ных семейств клана GH$H [13]. Из найденных
белков только 135 не содержат домены ранее из$
вестных семейств в области гомологии с последо$
вательностями$запросами. На основании гомо$
логии эти белки удалось объединить в 26 семейств
(табл. 2 и 3), названных нами GHL16–GHL41 (от
англ. glycoside hydrolase$like).

Все обсуждаемые выше этапы скрининга базы
данных аминокислотных последовательностей
проводили 9 февраля 2011 г. Однако в ряде случа$
ев скрининги, проведенные в более ранние сро$
ки, позволили выявить целый ряд других связей
между семействами белковых доменов. При этом
в качестве запросов тоже использовали только
белки семейств GHL1–GHL15, однако не всегда
те же самые фрагменты и из тех же белков, что
указаны в табл. 1. Большинство обнаруженных
дополнительных связей соединяли тот же набор
семейств белковых доменов, но в других комби$
нациях (отмечены знаком “плюс” в табл. 2). Вме$
сте с тем, в некоторых случаях удавалось обнару$
жить связи и с белками, представляющими до$
полнительные семейства (т.е. не представленные

в табл. 2). При использовании в качестве запросов
доменов семейств GHL6 и GHL11 обнаружены
представители семейств GH112 гликозилгидролаз,
COG1082 предсказанных изомераз/эпимераз фос$
фосахаров и PF00962 аденозиндезаминаз (табл. 4).
Некоторые из найденных белков содержат домены, не
относящиеся ни к одному из ранее известных се$
мейств. На основании гомологии они объединены на$
ми в шесть новых семейств GHL42–GHL47 (табл. 3
и 4). Следует отметить, что с использованием трех
GHL6$запросов (перечислены в табл. 4) выявлено
суммарно пять белков семейства GHL44 (GenPept,
EDO54080.1, EDV03574.1, EEF88260.1, EEF88266.1
и EFA21664.1). Кроме того, нами обнаружены белки
EEN67543.1 и XP_001813879.1 (табл. 4), однако они,
вероятно, не являются гомологами гликозилгидро$
лаз, так как первый из них в области сходства с доме$
нами GHL7 и GHL14 представлен множественным
повтором короткого фрагмента, а аминокислот$
ная последовательность второго обладает пони$
женной сложностью (low complexity).

Среди всех семейств экспериментально не
охарактеризованных белковых доменов, обнару$
женных нами 9 февраля 2011 г., наиболее много$
численны представители семейства COG1649 –
988 белков (табл. 2). В связи с этим следует отме$
тить, что это семейство очень гетерогенно (дан$
ные не приводятся). Его более подробное иссле$
дование должно привести к выделению вместо него
нескольких более мелких семейств близкород$
ственных белков. Семейства GHL6 и GHL9 очень
близки к COG1649 (табл. 2). Домены этих семейств
выявляют представителей COG1649 уже по итогам
первой итерации: GHL6$домен находит белок
ABJ82818.1 (E$value = 0.0000006), а GHL9$домен –
белок ABC57725.1 (E$value = 0.0000009). Более того,
при скринингах в более ранние даты (30 ноября 2010
и 4 февраля 2011 г.) тот же GHL6$домен (GenPept,
ADE53551.1) находил белок ABJ82818.1 с E$value =
= 0.00000007, что, согласно используемому нами
критерию (см. раздел “анализ данных”), позволяло
отнести эти белки к одному семейству, т.е. объеди$
нить GHL6 и COG1649. При скрининге 4 февраля
2011 г. тот же GHL9$домен (GenPept, AAM01554.1)
нашел белок ABC57725.1 с E$value = 0.0000007, что
также указывает на близкое родство семейств GHL9
и COG1649. Более того, скрининг базы данных с
помощью белков ABJ82818.1 и ABC57725.1 показал,
что они представляют две небольшие по числен$
ности группы белков, достаточно четко обособ$
ленных от остальных представителей семейства
COG1649 (данные не приводятся). Это позволяет
нам рассматривать эти две группы белков как само$
стоятельные семейства GHL48 и GHL49 (табл. 3).

Некоторые из исследованных нами новых се$
мейств гипотетических гликозилгидролаз содер$
жат белки из мало изученных отделов бактерий.
Пять GHL10$доменов (ABF43386.1, ABJ85023.1,
ADV82350.1, ADV82352.1 и ADW71029.1) и один
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Таблица 3. Белки новых семейств GHL16–GHL50 гипотетических гликозилгидролаз

Белок Семей$
ство Организм (название отдела) Размер 

белка
Область 

гомологии Аннотация (NCBI)

ABX42632.1 GHL16 Clostridium phytofermentans (Firmicutes) 869 495–742 hypothetical protein

EAS06878.2 GHL17 Tetrahymena thermophila (Alveolata) 1849 464–728 glycosyl transferase, group 1 
family protein

EEF89911.1 GHL18 Bacteroides cellulosilyticus (Bacteroidetes) 711 270–561 hypothetical protein

EDM27996.1 GHL19 Lentisphaera araneosa (Lentisphaerae) 874 400–585 hypothetical protein

EDQ88515.1 GHL20 Monosiga brevicollis (Choanoflagellida) 1365 918–1167 predicted protein

ADW74608.1 GHL21 Rahnella sp. Y9602 (Proteobacteria) 1617 895–1084 hypothetical protein

EDY96574.1 GHL22 Bacteroides plebeius (Bacteroidetes) 414 133–410 »

EDM25438.1 GHL23 Lentisphaera araneosa (Lentisphaerae) 409 6–402 »

EDZ68011.1 GHL24 Nitrosococcus oceani (Proteobacteria) 590 2–411 »

BAC70894.1 GHL25 Streptomyces avermitilis (Actinobacteria) 412 190–369 putative membrane protein

EFC35845.1 GHL26 Naegleria gruberi (Heterolobosea) 276 75–249 predicted protein

ACM56874.1 GHL27 Halorubrum lacusprofundi (Euryarchaeota) 286 34–252 conserved hypothetical protein

ACX65432.1 GHL28 Paenibacillus sp. Y412MC10 (Firmicutes) 408 150–372 copper amine oxidase domain 
protein

EAS01825.3 GHL29 Tetrahymena thermophila (Alveolata) 326 107–219 hypothetical protein

ACZ10290.1 GHL30 Sebaldella termitidis (Fusobacteria) 392 4–274 »

EDL56436.1 GHL31 Planctomyces maris (Planctomycetes) 477 11–354 »

ADL26670.1 GHL32 Fibrobacter succinogenes (Fibrobacteres) 324 12–270 conserved domain protein

ADU31410.1 GHL33 Bacillus cellulosilyticus (Firmicutes) 1041 386–644 glycoside hydrolase family 
42 domain protein

EDY21786.1 GHL34 Chthoniobacter flavus (Verrucomicrobia) 873 274–466 hypothetical protein

ACU74079.1 GHL35 Catenulispora acidiphila (Actinobacteria) 723 75–283 »

BAH74220.1 GHL36 Desulfovibrio magneticus (Proteobacteria) 789 52–344 »

EFX45617.1 GHL37 Paenibacillus larvae (Firmicutes) 477 35–290 »

EEF59093.1 GHL38 Bacterium Ellin514 (Verrucomicrobia) 610 121–300 »

EFD00658.1 GHL39 Clostridium hathewayi (Firmicutes) 592 1–190 conserved hypothetical protein

ADH61837.1 GHL40 Thermoanaerobacter mathranii (Firmicutes) 656 426–640 copper amine oxidase domain 
protein

BAJ49185.1 GHL41 Candidatus Caldiarchaeum subterraneum 832 375–783 hypothetical protein

EDM26940.1 GHL42 Lentisphaera araneosa (Lentisphaerae) 275 2–87 hypothetical protein

EFB02667.1 GHL43 Victivallis vadensis (Lentisphaerae) 1337 927–1113 glycosyl hydrolase BNR 
repeat$containing protein

EFA21664.1 GHL44 Bacteroides sp. D20 (Bacteroidetes) 518 52–191 conserved hypothetical protein

EDP96618.1 GHL45 Kordia algicida (Bacteroidetes) 1840 1554–1684 putative cell wall$associated
protein precursor

ACU02565.1 GHL46 Pedobacter heparinus (Bacteroidetes) 714 100–317 hypothetical protein

CBT77424.1 GHL47 Arthrobacter arilaitensis (Actinobacteria) 435 200–405 »

ABJ82818.1 GHL48 Solibacter usitatus (Acidobacteria) 674 21–235 »

ABC57725.1 GHL49 Methanosphaera stadtmanae (Euryarchaeota) 834 586–819 member of asn/thr$rich large 
protein family

ADB52725.1 GHL50 Conexibacter woesei (Actinobacteria) 1405 547–680 hypothetical protein

Примечание. В первой колонке указан номер аминокислотной последовательности соответствующего белка в базе данных
GenPept (NCBI). В колонке “Размер белка” указано суммарное число аминокислотных остатков в белке$предшественнике.
В колонке “Область гомологии” даны номера аминокислотных остатков в последовательности белка, которые ограничивают
участок, соответствующий исследуемому домену.
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GHL48$домен (ABJ82818.1) обнаружены в белках
представителей Acidobacteria. Единственный из$
вестный GHL31$домен (EDL56436.1) принадлежит
планктомицетам, а у бактерий отдела Verrucomicro$
bia обнаружены домены семейств GHL3
(EDY17983.1), GHL6 (ADE53551.1 и ADE53552.1),
GHL11 (EDY17439.1), GHL12 (ACB73617.1),
GHL34 (EDY21786.1), GHL38 (EEF59093.1) и
GHL48 (ADI16743.1, EEG18981.1 и EEG19451.1).

Следует отметить, что в рамках исследования
эволюционных связей белков семейства GH114
[15] 9 мая 2010 г. мы провели скрининг базы данных
аминокислотных последовательностей с помощью
GH114$домена (аминокислотные остатки 38$274)
энзиматически не охарактеризованного белка из
Streptomyces sp. Mg1 (GenPept, EDX26248.1). По
итогам девятой итерации программы PSI$BLAST
с E$value = 0.0003 обнаружен гипотетический бе$
лок из актиномицета Conexibacter woesei DSM
14684 (ADB52725.1). Вместе с двумя закодирован$
ными в том же геноме близкими гомологами
(ADB51172.1 и ADB52726.1) этот белок образует
новое семейство GHL50 (табл. 3), эволюционно
наиболее близкими к которому являются семей$
ства гликозилгидролаз GH36A и GH36B (данные
не приводятся).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, итеративный скрининг базы
данных аминокислотных последовательностей с
помощью программы PSI$BLAST позволил обна$
ружить эволюционные связи между доменами се$
мейств GHL1–GHL15 или напрямую, или опо$
средованно через другие семейства (табл. 2). При
этом удалось выявить три группы наиболее близ$
кородственных семейств, способных находить
друг друга в течение одной$двух итераций: одна
из них объединяет семейства GHL1–GHL3, вто$
рая – семейства GHL7, GHL8 и GHL14, а наиме$
нее компактная третья – семейства GHL9–
GHL11 и GHL13 (табл. 2).

Применение кластерного анализа к данным,
приведенным в табл. 2, показывает, что 12 из
15 семейств формируют три стабильных кластера
(рисунок). Один из них объединяет семейства
GHL1–GHL4, второй – GHL6, GHL10, GHL11 и
GHL13, а третий – GHL7, GHL8, GHL14 и
GHL15. Однако следует иметь в виду, что приме$
нение кластерного анализа к таким данным не
имеет строгого обоснования, так как число итера$
ций между двумя семействами отражает, скорее,
наличие “переходных форм” в базе данных, чем
истинное эволюционное расстояние.

Обнаружены эволюционные связи доменов
семейств GHL1–GHL15 с представителями боль$
шого числа семейств гликозилгидролаз, имею$

Таблица 4. Обнаружение белков, принадлежащих семействам, не выявленным при скрининге 9 февраля 2011 года

Белок$запрос для PSI$BLAST Результат PSI$BLAST

семейство номер белка фрагмент дата итерация E$value номер белка семейство

GHL6 ADE53552.1 42–262 1 декабря 2010 5 0.001 EAQ48079.1 COG1082

GHL11 ABZ09704.1 47–283 3 декабря 2010 3 0.004 ADH97994.1 GH112

GHL11 EFB00125.1 169–391 2 декабря 2010 4 0.0005 ABJ82784.1 PF00962

GHL11 EFB00125.1 169–391 2 декабря 2010 4 0.00005 BAH38121.1 PF00962

GHL11 EDY17439.1 57–281 3 декабря 2010 4 0.0003 BAH38121.1 PF00962

GHL3 AAO78700.1 309–546 19 января 2009 2 0.0000003 EDM26940.1 GHL42

GHL3 AAO78700.1 309–546 5 ноября 2009 2 0.000002 EDM26940.1 GHL42

GHL3 AAO78700.1 309–546 19 января 2009 3 0.00007 EDM96603.1 GHL43

GHL3 AAO78700.1 309–546 5 ноября 2009 2 0.002 EDM96603.1 GHL43

GHL6 ADE53552.1 42–262 1 декабря 2010 3 0.005 EFA21664.1 GHL44

GHL6 EEF76716.1 37–246 2 декабря 2010 3 0.00004 EFA21664.1 GHL44

GHL6 ADE53551.1 40–252 4 февраля 2011 5 0.004 EFA21664.1 GHL44

GHL11 EFB00125.1 169–391 2 декабря 2010 4 0.003 EDP96618.1 GHL45

GHL11 EDY17439.1 57–281 3 декабря 2010 4 0.004 ACU02565.1 GHL46

GHL13 AAW77166.1 352–635 4 февраля 2011 5 0.0003 CBT77424.1 GHL47

GHL6 ADE53551.1 1–356 5 октября 2010 4 0.001 XP_001813879.1 –

GHL7 ABU59141.1 1–412 6 октября 2010 20 0.0003 EEN67543.1 –

GHL14 ZP_07359708.1 10–368 3 декабря 2010 9 0.004 EEN67543.1 –
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Иерархическая кластеризация семейств GHL1–GHL15 гипотетических гликозилгидролаз. Деревья построены с ис$
пользованием метода ближайших соседей (NJ) на основании данных, приведенных в табл. 2. Использованы также ре$
зультаты скрининга базы данных аминокислотных последовательностей с помощью доменов семейств COG2342 и
COG3868. Домены семейства COG2342 при скринингах, проведенных с 21 по 31 января 2011 г., находили представи$
телей семейств GHL3–GHL5, GHL7, GHL9–GHL11, GHL13 и GHL14 соответственно за 5, 8, 7, 2, 4, 7, 8, 5 и 2 итера$
ции (неопубликованные данные). Домены семейства COG3868 (GH114) при скринингах, проведенных 21 июля 2010 г.,
находили представителей семейств GHL3–GHL13 соответственно за 7, 19, 8, 19, 6, 3, 7, 7, 20, 6 и 7 итераций [15]. До$
мены семейств COG2342 и COG3868 находили друг друга за одну итерацию. В качестве внешней группы условно вы$
брано семейство GHL5, относящееся к α$глюкозидазному суперсемейству [6]. При проведении кластерного анализа
знаки “плюс” и “минус” в табл. 2 заменялись на условные численные значения: “25” и “30” (рис. а), “30” и “50” (рис. б),
“50” и “50” (рис. в) и “50” и “100” (рис. г) соответственно.
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щих пространственную структуру в виде (β/α)8$
бочонка (табл. 2). Выявлены также связи с доме$
нами COG1306, COG1649 и COG2342 гипотети$
ческих гликозилгидролаз, имеющими такую же
структуру. Следует отметить, что ранее нами с по$
мощью итеративного скрининга установлено
родство следующих доменов: семейства GH13
гликозилгидролаз с белками семейств GHL4 и
GHL5 [6], семейства GH101 – с представителями
семейств GHL1–GHL5 [16] и семейства GH114 –
c членами семейства GHL3–GHL15 [15]. Анализ
аминокислотных последовательностей доменов
семейств GHL1–GHL15 на сайте базы данных
Pfam [20] показал (данные не приводятся), что се$
мейство GHL1 близко к семейству DUF3111, семей$
ство GHL5 – к GH13, семейства GHL6 и GHL10 – к
DUF187 (COG1649), а семейства GHL7–GHL9 и
GHL14 – к DUF297 (объединяет GH114 и
COG2342). Множественное выравнивание амино$
кислотных последовательностей показало, что у
многих представителей семейств GHL1–GHL15
консервативные аминокислотные остатки (Asp
и/или Glu) сохраняются в положениях, гомологич$
ных компонентам активного центра у гликозил$
гидролаз семейств GH101 или GH114 [15, 16].
Вместе взятые, эти результаты позволяют пред$
полагать, что домены семейств GHL1–GHL15
имеют структуру (β/α)8$бочонка, кодирующие их
гены возникли из генов гликозилгидролаз, а мно$
гие белки, содержащие эти домены, обладают ка$
кими$то из гликозилгидролазных активностей.
Это подтверждает обоснованность включения се$
мейств GHL1–GHL15 в иерархическую класси$
фикацию гликозилгидролаз и их гомологов [6].

Результаты, полученные в настоящей работе,
впервые позволили проследить эволюционные
связи у гликозилгидролаз семейств GH107 и
GH112, аденозиндезаминаз семейства PF00962 и
белков семейств COG1082 и DUF3111 с обшир$
ной группой семейств гликозилгидролаз, имею$
щих пространственную структуру каталитического
домена в виде (β/α)8$бочонка (табл. 2 и 4). Следует
отметить, что семейство COG1082 проаннотирова$
но как “Sugar phosphate isomerases/epimerases” [21],
а в базе данных Pfam соответствующие белки отне$
сены к семейству PF01261, названному “Xylose
isomerase$like TIM barrel” [20]. Однако у единствен$
ного, по всей видимости, экспериментально охарак$
теризованного представителя семейства COG1082
(GenPept, CAB16008.1) показана мио$инозоза$2$де$
гидратазная активность (К.Ф. 4.2.1.44) [22].

Одним из основных результатов настоящей
работы является обнаружение 35 новых семейств
доменов гипотетических гликозилгидролаз
GHL16–GHL50 (табл. 3), имеющих, по$видимо$
му, структуру (β/α)8$бочонка. Следует упомянуть,
что представителей семейств GHL17 и GHL18 мы
находили ранее в процессе поиска гомологов гли$

козилгидролаз семейства GH13 [13], а представи$
телей семейств GHL30 и GHL39 – при поиске до$
менов, гомологичных COG2342 (неопубликован$
ные данные).

Полученные нами результаты подтверждают
правомочность объединения семейства GH101 с
семействами GHL1–GHL3 в одно суперсемей$
ство [6]. На основании близкого родства (табл. 2)
в состав этого суперсемейства также могут быть
включены семейства DUF3111, GHL16, GHL18 и
GHL20. Для этого суперсемейства мы предлагаем
название эндо$α$N$ацетилгалактозаминидазное
суперсемейство – по единственно известной для
его представителей энзиматической активности
[К.Ф. 3.2.1.97].

Аналогичным образом, на основании данных,
полученных ранее [15] и в настоящей работе
(табл. 2), семейства GH114, COG2342, GHL7,
GHL8 и GHL14 могут быть объединены в составе
эндо$α$1,4$полигалактозаминидазного суперсе$
мейства – по названию активности [К.Ф.
3.2.1.109].

Близкое родство семейств COG1649, GHL4,
GHL6, GHL9–GHL11, GHL13, GHL30 и GHL31
(табл. 2), а также GHL48 и GHL49 позволяет их
рассматривать как одно суперсемейство – “су$
персемейство COG1649”.

Как и предлагалось ранее [6], семейство GHL5
целесообразно рассматривать в составе α$глюко$
зидазного суперсемейства наряду с семействами
GH13, GH13_25, GH13_33, GH70 и GH77 глико$
зилгидролаз.

Семейство GHL50 может быть включено в состав
α$галактозидазного суперсемейства, куда, в частно$
сти, относятся семейства GH36A и GH36B [6]. 

Следует отметить, что все пять упомянутые вы$
ше суперсемейства – α$галактозидазное, α$глюко$
зидазное, эндо$α$N$ацетилгалактозаминидазное,
эндо$α$1,4$полигалактозаминидазное и “суперсе$
мейство COG1649” – находятся между собой в
близком родстве и должны быть отнесены к типу II
классических (β/α)8$гликозилгидролаз в иерархи$
ческой классификации гликозилгидролаз и их го$
мологов [6]. Для определения положения в этой
классификации семейств GHL12 и GHL15 гипо$
тетических гликозилгидролаз требуются более де$
тальные исследования.

Результаты этого исследования были пред$
ставлены на 21$ом Международном симпозиуме
по гликоконъюгатам [23].
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