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“The availability of multiple,
essentially complete genome sequences

of prokaryotes and eukaryotes spurred
both the demand and the opportunity

for the construction of an evolutionary
classification of genes from these genomes.”

R.L. Tatusov et al., 2003 [1]

Фуранозидазное (или β
фруктозидазное) су

персемейство – это обширная группа гликозил

гидролаз (гликозидаз; К.Ф. 3.2.1), отщепляющих
от субстрата углеводные остатки, как правило, в
фуранозидной форме: β
D
фруктозу, α
L
араби

нозу или их производные. Каталитические доме

ны этих белков имеют пространственную струк


туру пятилопастного β
пропеллера (five
bladed
β
propeller), состоящего из пяти β
слоев, распо

ложенных по кругу в виде тороида. В состав фура

нозидазного суперсемейства входят семейства
гликозилгидролаз кланов GH
F (семейства GH43
и GH62) и GH
J (GH32 и GH68), а также недавно
обособленное из состава GH43 семейство GH117
[2–4]. К этому суперсемейству относят фермен

ты, расщепляющие гликозидные связи как с со

хранением (семейства GH32 и GH68), так и с об

ращением (GH43) аномерной конфигурации суб

страта у продукта реакции гидролиза (retaining и
inverting) [3–5]. Активный центр этих гликозидаз
содержит три каталитически важных аминокис

лотных остатка: два Asp и один Glu (рисунок)
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Фрагменты множественного выравнивания амино

кислотных последовательностей гликозилгидролаз
из фуранозидазного суперсемейства. Слева указаны
идентификаторы белков согласно базе данных Gen

Pept (NCBI) и их принадлежность семействам
(CAZy). Пробелы вставлены для улучшения выравни

вания. Цифрами указаны расстояния до N
 и C
кон

цов белков и длина протяженных инсерций, не ука

занных на рисунке. Высококонсервативные амино

кислотные остатки выделены черным. Звездочками
над и под выравниванием отмечены три каталитиче

ски важных аминокислотных остатка (Asp и Glu),
входящих в состав активного центра ферментов.

[2, 3, 6–8]. В составе семейств GH32, GH43 и
GH68 выделено четыре, семь и два основных под

семейства соответственно [3, 7–9], а в пределах
семейств GH62 [10] и GH117 [11] различают по
три филогенетических кластера белков, которые
могут рассматриваться в качестве подсемейств.
На основании гомологии в состав фуранозидаз

ного суперсемейства включены также семейства
DUF377 (GHLP, PF04041 или COG2152) и
DUF1861 (PF08950) экспериментально неохарак

теризованных белков, рассматриваемых в каче

стве гипотетических гликозилгидролаз [1, 3, 4].

В классификации Pfam фуранозидазному су

персемейству соответствует клан CL0143 [12], а в
классификации SCOP – суперсемейство “Arabi

nanase/levansucrase/invertase” [13]. Помимо пред

ставителей этого суперсемейства трехмерная
структура в виде пятилопастного β
пропеллера
обнаружена только у двух белков: тахилектина
2
краба Tachypleus tridentatus и апиразы человека
[13]. В литературе [14] высказывалось сомнение в
том, что тахилектин и белки фуранозидазного су

персемейства имеют общее эволюционное про

исхождение. Вместе с тем высказано мнение [15],
что все или почти все белковые домены с про

странственной структурой в виде β
пропеллеров
(даже вне зависимости от числа лопастей в них)
находятся в эволюционном родстве. В частности,
показано высокое структурное сходство катали

тических доменов гликозилгидролаз, имеющих
структуру пяти
, шести
 и семилопастных β
про

пеллеров [15]. Шестилопастные β
пропеллеры
обнаружены у гликозидаз клана GH
E (семейства
GH33, GH34, GH83 и GH93), а также семейства
GH58. Домены семейства GH74 имеют структуру
семилопастных β
пропеллеров [4, 5, 13].

Пространственная структура в виде (β/α)8
бо

чонка, называемого также TIM
бочонком, явля

ется наиболее распространенной среди каталити

ческих доменов гликозидаз [4, 5, 16]. Наряду со
многими другими такую пространственную
структуру имеют домены семейств GH101 и
GH114 гликозилгидролаз. Итеративный скри

нинг базы данных аминокислотных последова

тельностей с помощью программы PSI
BLAST
позволил нам среди белков
гомологов гликозил
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гидролаз этих двух семейств обнаружить предста

вителей пятидесяти новых для науки семейств ги

потетических гликозидаз GHL1
GHL50, предпо

ложительно имеющих каталитические домены со
структурой (β/α)8
бочонка [17–19]. Цель настоя

щей работы – поиск и классификация энзимати

чески неохарактеризованных гомологов для бел

ков фуранозидазного суперсемейства.

АНАЛИЗ ДАННЫХ

Скрининги базы данных аминокислотных по

следовательностей GenPept на сайте NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) проводили 14–15 апреля и
17 мая 2011 г. при помощи программы PSI
BLAST.
В качестве запроса (query) в обоих случаях служи

ли домены семейств GH32, GH43, GH62, GH68,
GH117, DUF377 и DUF1861 (табл. 1). Границы до

менов определяли на основании эксперименталь

ных данных о пространственной структуре соот

ветствующих белков или их гомологов. По каждо

му из запросов поиск вели в разделе “non

redundant protein sequences” базы данных GenPept.
В качестве порогового значения величины E
value
для включения найденного белка в модель, ис

пользуемую программой PSI
BLAST на каждой
следующей итерации, использовали 0.005, как это
предлагается по умолчанию разработчиками про

граммы. Если с помощью белка
запроса из одного
семейства удавалось обнаружить какой
либо бе

лок из другого семейства (с E
value ≤ 0.005), то это
называли наличием связи между первым и вто

рым семейством, а если такая связь обнаружива

лась в обоих направлениях, то ее называли дву

сторонней.

Как и в предыдущих исследованиях [19, 20],
критерием для отнесения белка к ранее известно

му семейству служит обнаружение этого белка с

помощью соответствующего домена какого
либо
представителя данного семейства в процессе первой
итерации программы PSI
BLAST с E
value ≤ 10–7.
Белки, не отнесенные ни к одному из известных
семейств, объединяли в группы (новые семейства
FURAN1–FURAN39) на основании сходства
аминокислотных последовательностей доменов.
Для отнесения белков к новым семействам при

меняли тот же численный критерий. В тех случа

ях, если проявляется достаточный уровень сход

ства белка сразу с представителями двух се

мейств, его либо включали в состав того
семейства, с представителем которого наблюда

ется наиболее высокий уровень сходства амино

кислотных последовательностей, либо оба семей

ства объединяли в одно. Для определения при

надлежности белков к конкретным семействам
(ранее известным или описываемым впервые)
применяли программу PSI Protein Classifier [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Белковые домены, имеющие пространствен

ную структуру пятилопастного β
пропеллера,
применяли для поиска белков
гомологов. По од

ному домену каждого из семи семейств фуранози

дазного суперсемейства (табл. 1) использовали
для проведенных дважды итеративных скринин

гов базы данных аминокислотных последователь

ностей на сайте NCBI с помощью программы
PSI
BLAST. С каждым белком
запросом прово

дили от 5 до 32 итераций (табл. 2); их число обу

словлено техническими ограничениями интер

нет
версии программы PSI
BLAST. В общей
сложности обнаружили 8006 неидентичных бел

ков, в том числе 7552 белка при скрининге в апре

ле и 7954 белка – в мае 2011 г. Из найденных бел

ков подавляющее большинство содержат в обла


Таблица 1. Представители семейств фуранозидазного суперсемейства, использованные для скрининга базы дан

ных с помощью программы PSI
BLAST

Белок Семейство Организм Размер 
белка

Область
 гомологии Аннотация (NCBI)

3KF3 GH32 Schwanniomyces occidentalis 509 1–331 fructofuranosidase

1UV4 GH43 Bacillus subtilis 293 1–293 arabinanase

CAA03433.1 GH62 Aspergillus niger 295 1–295 arabinofuranosidase

1OYG GH68 Bacillus subtilis 447 1–447 levansucrase

ABD81917.1 GH117 Saccharophagus degradans 368 1–368 glycosyl hydrolase family 32, N
terminal

1VKD DUF377 Thermotoga maritima 338 13–338 predicted glycosidase

2B4W DUF1861 Leishmania major 315 1–315 hypothetical protein

Примечание. В первой колонке указан номер белка в базах данных PDB или GenPept (NCBI). В колонке “Размер белка” ука

зано суммарное число аминокислотных остатков в белке. В колонке “Область гомологии” даны номера аминокислотных
остатков в последовательности белка, которые ограничивают участок, использованный в качестве запроса при скрининге ба

зы данных с помощью программы PSI
BLAST. В связи с тем, что в аминокислотной последовательности белка 1VKD содер

жатся пять неидентифицированных аминокислотных остатков, вместо него при скрининге базы данных использовали белок
AAD36300.1.
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Таблица 2. Эволюционные связи семейств фуранозидазного суперсемейства с другими семействами белковых доме

нов, по данным скринингов базы данных GenPept программой PSI
BLAST, проведенных 14–15 апреля и 17 мая 2011 г.

Семейство 
белков

GH32 
(10/19)

GH43
 (5/5)

GH62 
(6/8)

GH68 
(7/25)

GH117 
(6/6)

DUF377
 (5/5)

DUF1861 
(32/14)

Число 
белков

GH32 1/1 2/2 3/4 2/2 1/1 2/2 5/5 2509/2588/2597
GH33 –/– 5/– 6/6 –/– –/– 3/3 7/7 8/7/11
GH43 –/– 1/1 2/2 2/2 1/1 2/2 5/5 3440/3633/3639
GH62 –/– 2/2 1/1 –/– –/– 4/4 –/– 139/143/143
GH68 –/– 2/2 4/4 1/1 2/2 –/– –/– 224/303/303
GH93 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 7/– 10/12/12
GH117 –/– 2/2 4/4 3/3 1/1 2/2 6/6 92/96/96
DUF377 –/– 2/2 4/4 4/– 2/2 1/1 2/2 613/647/647
DUF1861 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 1/1 99/100/100
FURAN1 –/– 2/2 4/4 4/– 2/2 2/2 5/5 37/38/38
FURAN2 –/– 2/2 4/4 2/2 2/2 2/2 5/5 73/49/76
FURAN3 –/– –/– –/– 2/2 –/– –/– –/– 3/4/4
FURAN4 8/6 2/2 3/3 –/– 2/2 2/2 5/5 9/9/9
FURAN5 –/– 2/2 4/4 –/– 2/2 2/2 6/6 9/9/9
FURAN6 –/– –/– –/– –/– 3/– 2/2 6/6 27/30/31
FURAN7 –/– 2/2 4/4 –/– 2/2 3/3 –/– 2/2/2
FURAN8 –/– 2/2 3/– –/– 2/2 3/3 7/– 18/20/20
FURAN9 –/– 2/2 4/– –/– 2/2 3/3 –/– 4/5/5
FURAN10 –/– 2/2 –/– –/– –/– 2/2 7/7 2/2/2
FURAN11 –/– 2/2 6/– –/– 2/2 2/2 –/7 5/5/5
FURAN12 –/– 2/2 4/4 –/– –/– –/– –/– 4/3/4
FURAN13 –/– –/– –/– –/– –/– 2/2 6/6 1/1/1
FURAN14 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 7/7 1/1/1
FURAN15 –/– 4/– 4/4 –/– –/– 3/3 7/7 11/11/12
FURAN16 –/– –/– –/6 –/– 2/2 2/2 7/5 9/11/11
FURAN17 –/– –/– 4/6 –/– 3/3 2/2 7/7 17/19/19
FURAN18 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 7/7 1/1/1
FURAN19 –/– 3/3 –/– –/– 2/2 –/– –/– 1/1/1
FURAN20 –/– –/– 6/5 –/– 2/2 2/2 7/7 1/1/1
FURAN21 –/– 3/3 –/6 –/– –/– –/– –/– 1/1/1
FURAN22 –/– –/– –/– –/– –/– 2/2 8/7 19/25/25
FURAN23 –/– 5/– –/– –/– –/– 3/3 8/– 1/1/1
FURAN24 –/– –/– –/– –/– 2/2 –/– –/– 4/4/4
FURAN25 –/– –/– –/– –/– 2/2 –/– –/– 1/1/1
FURAN26 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 1/1/1
FURAN27 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/7 1/1/1
FURAN28 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 1/1/1
FURAN29 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 1/1/1
FURAN30 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 3/4/4
FURAN31 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 4/5/5
FURAN32 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 1/1/1
FURAN33 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/– 1/1/1
FURAN34 –/– –/– –/– –/– –/– 3/– –/– 1/0/1
FURAN35 –/– –/– 6/6 –/– –/– –/– –/– 1/1/1
FURAN36 –/– 2/2 3/3 4/4 1/1 2/2 5/5 134/135/135
FURAN37 –/– –/– –/4 –/– –/– –/– –/– 0/2/2
FURAN38 –/– –/– –/6 –/– –/– –/– –/– 0/2/2
FURAN39 –/– –/– –/– –/– –/– –/3 –/– 0/1/1
COG5263 –/– 4/4 5/5 –/– –/– –/– –/– 8/14/15
PHA03098 –/– –/– –/– –/– –/– 3/3 –/7 3/4/4
EEN62607.1 –/– 4/– –/– –/– –/– –/– –/– 1/0/1
EEZ94632.1 –/– –/– –/– –/– –/– –/4 –/– 0/1/1
Примечание. Каждая колонка соответствует одному домену, использованному в качестве запроса (query); список соответ

ствующих белков приведен в табл. 1. В скобках для каждого из запросов указано число итераций, проведенных в апреле и мае
2011 г. В таблице указано минимальное число итераций, необходимое для выявления белка соответствующего семейства (на

звание строки) с E
value ≤ 0.005 по результатам скринингов в апреле и мае. Прочерк означает, что белки этого семейства с со

ответствующим запросом не обнаружены. В последней колонке указано общее число неидентичных представителей данного
семейства, обнаруженных при скрининге хотя бы с одним из семи запросов. Указано число белков каждого семейства, обна

руженных в апреле и мае, и суммарное число неидентичных белков.
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сти локального сходства (т.е. предполагаемой
гомологии) домен одного из семи семейств фура

нозидазного суперсемейства (табл. 2). Еще 23
белка содержат домены семейств GH33 или GH93
гликозилгидролаз (клан GH
E), имеющих струк

туру шестилопастных β
пропеллеров. У 21
го
белка в области сходства обнаружены повторяю

щиеся последовательности (см. домены семейств
COG5263 и PHA03098, а также белки EEN62607.1
и EEZ94632.1 в табл. 2). Это указывает на то, что
они не являются, по
видимому, гомологами бел

ков фуранозидазного суперсемейства. Оставшие

ся неклассифицированными белки (441 экспери

ментально неохарактеризованный белок) на ос

новании гомологии объединены нами в 39 групп
FURAN1–FURAN39 (табл. 2 и 3). Более подроб

ные исследования показали, что группы FURAN8
и FURAN36 могут рассматриваться в качестве но

вых подсемейств в составе соответственно се

мейств GH43 и GH32 на основании наличия “пе

реходных форм” (данные не приводятся). Следу

ет отметить, что из 8006 найденных белков, как
минимум, в четырех обнаруживается гомология с
двумя различными участками аминокислотной
последовательности (т.е. с различными домена

ми) в зависимости от выбора белка
запроса. Это
объясняется тем, что в соответствующих белках
имеются два гомологичных домена. Так, белок
ACB76517.1 содержит домены GH43 и GH62,
ACU62047.1 – домены GH43 и FURAN36, а белки
ABR37908.1 и CBK68226.1 – домены GH43 и
FURAN8.

Нами обнаружены многочисленные пере

крестные (как односторонние, так и двусторон

ние) связи между семействами фуранозидазного
суперсемейства. Например, при помощи каждого
из семи белков
запросов в течение первых пяти
итераций удалось найти представителя семейства
GH32 гликозилгидролаз (табл. 2). Между каждой
парой семейств выявлена связь, по крайней мере,
в одном направлении; лишь в случае семейства
DUF1861 не удалось установить связи с семей

ствами GH62 и GH68 (табл. 2). Это указывает на
то, что семейство DUF1861 в фуранозидазном су

персемействе наиболее дивергированное. Обна

ружение связей с белками клана GH
E (семейства
GH33 и GH93) подтверждает эволюционное род

ство доменов, имеющих структуру пяти
 и шести

лопастных β
пропеллеров [15].

При итеративном скрининге базы данных
GenPept при помощи аминокислотных последо

вательностей тахилектина краба (PDB, 1TL2;
проведено 4 итерации) и апиразы человека (PDB,
1S1D; 3 итерации), не обнаружилось ни одного
белка, содержащего домены семейств фуранози

дазного суперсемейства или семейств FURAN1–
FURAN39 (данные не приводятся). Это указыва

ет либо на независимое происхождение этих двух
белков, либо на очень большое эволюционное

расстояние, отделяющее их от остальных доме

нов, имеющих пространственную структуру пя

тилопастного β
пропеллера.

Анализ белков, найденных при скрининге ба

зы данных с помощью доменов фуранозидазного
суперсемейства, показал, что многие из них состо

ят из нескольких доменов, что характерно для гли

козилгидролаз [4]. В частности, из 441
го гипоте

тического белка, которые отнесены нами к новым
семействам FURAN1–FURAN39, 26 дополни

тельно содержат домены ряда семейств гликозил

гидролаз и гликозилтрансфераз. В одном белке
могут одновременно содержаться домены:
FURAN1 и GH2 (AAO76103.1, ABR40340.1 и
CBK65647.1) или GH106 (ACU59305.1); FURAN2
и GT64 (AAO42055.1, ABF98246.1 и еще 4 белка);
FURAN8 и GH43 (ABR37908.1 и CBK68226.1) или
GH51 (ACU63160.1, EFB32667.1 и еще 8 белков);
FURAN11 и GH28 (EEB24264.1 и EEO47199.1);
FURAN22 и GH33 (ZP_02929332.1); а также
FURAN36 и GH43 (ACU62047.1). Следует отме

тить, что три белка (ACU62047.1, ADB40302.1 и
ADZ81571.1), содержащих домен FURAN36, на
сайте CAZy отнесены к неклассифицированным
гликозилгидролазам, известным также как услов

ное семейство GH0 [5]. Это позволяет предполо

жить, что и остальные белки, содержащие доме

ны FURAN1, FURAN2, FURAN8, FURAN11,
FURAN22 или FURAN36, с большой вероятно

стью являются гликозилгидролазами.

Обнаруженные нами эволюционные связи
между доменами белков фуранозидазного супер

семейства и доменами 39 новых групп энзимати

чески неохарактеризованных белков указывают
на то, что домены FURAN1–FURAN39 имеют,
по
видимому, пространственную структуру
β
пропеллера (наиболее вероятно – пятилопаст

ного) и многие из них могут обладать какими
то
гликозилгидролазными активностями (скорее
всего фуранозидазными). Для более надежного
предсказания числа лопастей в соответствующих
β
пропеллерах требуется определить эволюцион

но наиболее близкий белок с известной про

странственной структурой для представителя
каждой из этих групп. Группы FURAN8 и
FURAN36 могут рассматриваться в качестве са

мостоятельных подсемейств в составе семейств
GH43 и GH32 гликозилгидролаз соответственно,
а остальные 37 групп – в качестве новых семейств
гипотетических гликозилгидролаз.

Описание новых семейств гипотетических гли

козилгидролаз имеет большое значение для аннота

ции геномных последовательностей, особенно, это
касается представителей экспериментально мало

изученных таксонов. В качестве примера можно от

метить, что гены, кодирующие целый ряд из новых
доменов, нам удалось обнаружить у бактерий отде

лов Acidobacteria (FURAN36 – ABJ88195.1), Planc
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tomycetes (FURAN6 – ADV64171.1 и ZP_02735497.1;
FURAN12 – CAD72109.1 и EGF25735.1) и Verru

comicrobia (FURAN1 – EDY84746.1; FURAN4 –
EDY16325.1 и EEF62904.1; FURAN6 – EDY17437.1
и EDY18850.1; FURAN14 – EDY21898.1; FURAN16 –
EEF59063.1; FURAN22 – EDY18661.1).

Согласно последней версии базы данных CAZy
[5] от 9 ноября 2011 г. семейства GH32, GH43,
GH62, GH68 и GH117 содержат 1690, 1883, 90, 157
и 40 белков соответственно.

Работа получила финансовую поддержку Рос

сийского фонда фундаментальных исследований
(РФФИ 12
04
01155
а).
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