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РЕФЕРАТ Биоинформатический и филогенетический анализ семейства пенициллин-связывающих белков, вклю-
чающего D-аминопептидазы, амидазы D-аминокислот, DD-карбоксипептидазы и бета-лактамазы, показывает, 
что D-аминопептидаза из Ochrobactrum anthropi обладает достоверным сходством с другими ферментами и со-
держит консервативные для всего семейства аминокислотные остатки: S62, K65, Y153, N155, H287, G289. Три 
из них: каталитический Ser62, Lys65 и Tyr153 – образуют триаду переноса протона, обеспечивающую активацию 
обобщенного нуклеофила активного центра фермента в процессе катализа. Молекулярное моделирование пока-
зало, что консервативный остаток Lys65 имеет необычно низкое значение pKa, которое подтверждено экспери-
ментальным исследованием рН-профиля каталитической активности D-аминопептидазы. Полученные данные 
позволили установить роль остатка Lys65 в механизме действия D-аминопептидазы как общего основания, 
ответственного за передачу протона от каталитического остатка Ser62 к остатку Tyr153 и обратно на стадиях 
образования и расщепления промежуточного ацилфермента. 
Ключевые слова D-аминопептидаза, семейство пенициллин-связывающих белков, биоинформатический ана-
лиз, механизм действия.

ВВЕДЕНИЕ
D-аминопептидаза из Ochrobactrum anthropi является 
уникальным ферментом по своему строению и свойству 
катализировать расщепление широкого ряда производных 
D-аланина с высокой стереоспецифичностью [1]. Фермент 
представляет собой сериновую гидролазу и  действует 
в виде гомодимера, субъединицы которого организованы 
в трехдоменную структуру. Каталитический домен фер-
мента имеет т.н. бета-лактамазное строение [2]. Сравнение 
аминокислотных последовательностей также обнаружи-
вает сходство D-аминопептидазы с такими ферментами, 
как DD-карбоксипептидаза и бета-лактамаза [3]. 

Механизм действия D-аминопептидазы в литературе 
не обсуждался, однако при рассмотрении этого вопроса 
можно принять во внимание предположения, относящиеся 
к другим ферментам семейства – амидазе D-аминокислот 
из  Ochrobactrum anthropi, а  также бета-лактамазам 
и  пенициллин-связывающим белкам. Имеются разные 
представления о каталитическом механизме функцио-

нирования пенициллин-связывающих белков, в которых 
различные остатки активного центра, расположенные 
недалеко от каталитического серина, рассматриваются 
как потенциальные кандидаты на роль общего основания 
в ходе ферментативной реакции [4–6]. Выбирая между эти-
ми остатками, необходимо, с одной стороны, учитывать рН-
профиль каталитической активности и, с другой стороны, 
принимать во внимание влияние окружения такого остатка 
на его рК, поскольку общее основание должно действовать 
в депротонированной форме. 

При помощи гибридных методов КМ/ММ в работе [7] 
было проведено детальное исследование процесса деацили-
рования в ферментах семейства пенициллин-связывающих 
белков на примере двух представителей: DD-пептидазы 
R61 из Streptomyces sp. и бета-лактамазы P99 класса С из 
Enterobacter cloacae. Был сделан вывод о главенствующей 
роли остатка тирозина активного центра на стадии деа-
цилирования каталитического остатка серина этих фер-
ментов.
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Обобщая литературные данные, следует сказать, 
что  до  сих пор не  существует четкого представления 
о механизме действия D-аминопептидазы. Целью насто-
ящей работы было применение методов биоинформати-
ки и молекулярного моделирования для выяснения роли 
аминокислотного остатка Lys65 в каталитической триаде 
D-аминопептидазы из Ochrobactrum anthropi.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы экспериментального  
исследования
Выделение и  очистка фермента проведена по  мето-
дике, описанной ранее [1]. Хромогенный субстрат – 
п-нитроанилид D-аланина (D-Ala-pNA) – продукт 
компании Bachem. Компонент буферного раствора трис-
(гидроксиметил)аминометан (Tris) степени чистоты re-
search grade – компании Serva Electrophoresis.

Кинетические исследования проводили с  использо-
ванием интегрального метода слежения за накоплени-
ем продукта реакции в условиях полного превращения 
субстрата. Обработку интегральных кривых накопления 
продукта проводили линеаризацией полученных дан-
ных в координатах t/ln(p

∞
/(p

∞
-p)) – p/ln(p

∞
/(p

∞
-p)), где 

t – время, p – концентрация продукта в данный момент 
времени, p

∞
 – концентрация продукта после окончания 

реакции гидролиза. Данная анаморфоза позволяет найти 
значения отношений K

M
/V

max
 и 1/V

max
 как наклон прямой 

и отсекаемый от оси ординат отрезок соответственно. Не-
линейную регрессию зависимости V

max
/K

M
 от pH и расчет 

экспериментальных значений pKa проводили в программе 
SciDAVis [8].

 Ферментативную реакцию гидролиза инициировали 
добавлением небольшого количества раствора фермента 
к смеси, содержащей субстрат в концентрации, превы-
шающей значение K

M
 примерно в 4 раза. Реакцию прово-

дили в термостатируемой при 25 °C спектрофотометриче-
ской кювете объемом 500 мкл и длиной оптического пути 
1 см. Изменения поглощения регистрировали на спектро-
фотометре Shimadzu UV-1601 в режиме Kinetics при длине 
волны 450 нм. Конечное значение поглощения во всех экс-
периментах не превышало 2 оптических единиц.

Для поддержания заданного значения pH в реакцион-
ной смеси ферментативную реакцию проводили в 0.1 М бу-
ферных растворах Tris-HCl. При приготовлении буферных 
растворов использовали стеклянный pH-чувствительный 
электрод Hamilton Slimtrode.

Методы биоинформатического анализа
Поиск по гомологии. Во всех процедурах поиска по го-
мологии в  качестве затравки использовали структуру 
D-аминопептидазы из Ochrobactrum anthropi 1EI5 из бан-
ка данных PDB или содержащуюся в ней аминокислотную 
последовательность. Обнаружение сходства по первичной 
структуре проводили с помощью программы PSI-BLAST [9] 
v. 2.2.18 по базе данных Non-redundant. Полученные струк-
туры выравнивали с помощью алгоритмов t-coffee [10], 
mafft [11] и probcons [12], объединенных посредством ста-
тистики позиционной устойчивости (Consistency Objective 
Function), реализованной в программе t-coffee. Последо-

вательности, идентичные более чем на 95 %, группировали 
в кластеры, из которых для последующего анализа отбира-
ли только одного представителя.

Обнаружение сходства по третичной структуре про-
водили с помощью программы SSM [13] по всему банку 
данных белковых структур PDB. Полученные результа-
ты дискриминировали на основании процента совпавших 
элементов вторичной структуры при наложении на струк-
туру 1EI5. Финальную выборку анализировали в рамках 
трехмерного выравнивания, выполненного программой 
MUSTANG [14]. 

Биоинформатический анализ. Филогенетический анализ 
полученных выравниваний по  структурам и  по после-
довательностям проводили с помощью пакета программ 
PHYLIP [15]. Конструирование филогенетических деревьев 
проводили методом поиска ближайшего соседа по матрице 
парных расстояний. Биоинформатический анализ прово-
дили с помощью оригинального программного обеспечения 
ZEBRA v. 3.2. При этом отбор результатов осуществляли 
на уровне статистической достоверности 2.2 × 10-43. 

Визуализация. Для просмотра выравниваний по первич-
ным структурам использовали программу Jalview [16]. 
Для визуализации трехмерного выравнивания использо-
вали программу PyMol [17]. Генерацию изображения фило-
генетического дерева выполняли с помощью программы 
PHYLIP [15]. Генерацию логотипов участков первичной 
структуры осуществляли с помощью интернет-ресурса 
WebLogo [18]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биоинформатический анализ семейства белков,  
гомологичных D-аминопептидазе
Для сбора и анализа данных по семейству пенициллин-
связывающих белков, включающего D-аминопептидазы, 
D-амидазы аминокислот, щелочные D-пептидазы 
и  бета-лактамазы, был проведен поиск гомологов 
D-аминопептидазы из Ochrobactrum anthropi по первич-
ной и третичной структуре в банках данных белковых 
последовательностей UniProt и белковых структур PDB. 
Полученная в результате выборка из 734 гомологов по пер-
вичной структуре и 24 гомологов по третичной структуре 
была профильтрована, и наиболее информативные после-
довательности отобраны для проведения множественного 
выравнивания по первичной и третичной структуре. Вы-
равнивание трехмерных структур показало, что область 
активного центра D-аминопептидазы обладает достовер-
ным сходством с D-амидазами аминокислот, щелочными 
D-пептидазами и бета-лактамазами как на уровне амино-
кислотной последовательности, так и на уровне простран-
ственной организации (рис. 1). 

Определение консервативных позиций в активных цен-
трах пенициллин-связывающих белков было проведено 
с  использованием программного обеспечения ZEBRA, 
ранее разработанного в  нашей лаборатории. Следую-
щие позиции в структуре D-аминопептидазы определе-
ны как консервативные: 287H, 153Y, 155N, 289G, 273G, 
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293G, 270Y, 65K, 224G, 62S, 68T, 294W, 64S, 151Y, 228I, 
60I, 288G (нумерация по структуре 1EI5, остатки приве-
дены в порядке уменьшения степени консервативности); 
они локализованы в общем для семейства пенициллин-
связывающих белков каталитическом домене, который 
имеет альфа-бета организацию и определяется как «трех-

слойный сандвич» по структурной классификации CATH 
[19] (рис. 2). Учитывая тот факт, что степень консерва-
тивности аминокислотного остатка в  структуре фер-
мента свидетельствует о давлении естественного отбора 
на эту позицию и говорит о ее структурной или функ-
циональной значимости [20], можно предположить уча-
стие обнаруженных аминокислот в механизме действия 
D-аминопептидазы (рис. 2).

Анализ структуры D-аминопептидазы
Анализ структуры D-аминопептидазы (1EI5) выявляет 
пару близко расположенных остатков Tyr153 и Lys65 
в окружении каталитического остатка Ser62 с примерно 
равным расстоянием от нуклеофильного атома Oγ серина. 
Три указанных остатка образуют почти равносторонний 
треугольник в пространстве активного центра (рис. 3). 
Такое расположение остатков обеспечивает организацию 
каталитической триады, когда атом водорода гидрок-
сильной группы серина направлен внутрь треугольника 
и поделен между всеми тремя остатками. Особенность 
организации каталитической триады обусловлена весьма 
необычной ролью аминокислотного остатка Lys65, спо-
собного акцептировать протон в нейтральной и слабоще-
лочной среде и обеспечивать высокую реакционную спо-
собность остатка Ser62 при образовании промежуточного 
ацилфермента.

Значительно более низкое значение pKa остатка 
Lys65, равное 7.8, по сравнению с обычными значения-
ми рК остатков лизина в белках 10–11 было обнаруже-
но при расчете ионизационных свойств аминокислотных 
остатков активного центра D-аминопептидазы QSAR-
методом PROPKA [21]. Следует отметить также доволь-
но высокое значение pKa, найденное для остатка Tyr153, 
равное 11.85.

Рис. 2. Фрагмент трехмерного выравнивания представителей 
семейства пенициллин-связывающих белков – структурных 
гомологов D-аминопептидазы из Ochrobactrum anthropi. По­
казаны остатки активного центра, участвующие в каталитиче­
ском механизме (Ser62, Lys65, Tyr153, His287) и являющиеся 
консервативными в D-аминопептидазе и других представите­
лях семейства.

His287

Tyr153

Lys65

Ser62

Рис. 1. Филогенети­
ческое дерево се­
мейства пенициллин-
связывающих белков 
и мотивы первичной 
структуры, со­
держащие важные 
для каталитического 
механизма амино­
кислотные остат­
ки Ser62 и Lys65 
(SXXK), Tyr153 ([YS]
XN) и His287 ([KH]
XG). Обозначение 
представителей се­
мейства пенициллин-
связывающих белков 
на филогенетиче­
ском дереве соот­
ветствует номерам 
соответствующих 
записей в банке 
данных PDB.
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Рис. 3. Стереоизображение активного центра 
D-аминопептидазы, показывающее структурную органи­
зацию каталитической триады. Выделены остатки S62, K65, 
Y153, N155, H287 и D225.

Рис. 4. pH-профиль каталитической активности 
D-аминопептидазы. Расчетная кривая построена по уравне­
нию v = v

0
/(1 + [H+]/K

1 
+ K

2
/[H+]) со значениями v

0
, pK

1
 

и pK
2
, равными 0.53, 7.4 и 8.8 соответственно.
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Рис. 5. Схематическое изображение стадий ацилирования (а) и деацилирования (б) остатка Ser62 в механизме действия 
D-аминопептидазы. Последовательно показано: а – организация каталитической триады и исходное состояние свободно­
го фермента, связывание субстрата и нуклеофильная атака остатком Ser62 молекулы субстрата с образованием первого 
тетраэдрического интермедиата, отщепление уходящей группы и образование ацилфермента; б – связывание нуклеофила 
(молекулы воды), активация и нуклеофильная атака с образованием второго тетраэдрического интермедиата, отщепление 
ацильной части субстрата и регенерация свободного фермента.
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Экспериментальное определение pH-профиля активности 
D-аминопептидазы
Экспериментальные данные хорошо согласуются с резуль-
татами молекулярного моделирования и предполагаемой 
ролью остатка Lys65 в функционировании каталитической 
триады. Исследование показало, что pH-профиль катали-
тической активности D-аминопептидазы имеет колоколо-
образную форму (рис. 4). Аминокислотный остаток фер-
мента с pKa 7.4 на основании результатов молекулярного 
моделирования был определен как Lys65.

Предполагаемый механизм действия  
D-аминопептидазы
Как и в случае других сериновых гидролаз, реакция, ка-
тализируемая D-аминопептидазой, протекает по трехста-
дийной схеме через стадии образования промежуточного 
ковалентного ацилфермента и последующего его гидроли-
за (или переноса ацильной части на внешний нуклеофил). 
Низкое значение pKa остатка Lys65 обусловливает сле-
дующую роль этого остатка в механизме реакций, катали-
зируемых D-аминопептидазой (рис. 5). 

Незаряженный в условиях pH-оптимума фермента-
тивной реакции остаток Lys65 выполняет функцию обще-
го основания при атаке Oγ атома Ser62 по карбонильной 
группе субстрата и принимает протон с атакующей OH-
группы при образовании тетраэдрического интермедиата 
на стадии ацилирования.

С разрушением тетраэдрического интермедиата и об-
разованием ацилфермента уходящая группа принимает 
близко расположенный и образующий с ней водородную 
связь протон гидроксильной группы остатка Tyr153, зна-
чение pKa которого понижено за счет близко расположен-
ного положительного заряда остатка Lys65. Одновременно 
с этим получившийся нестабилизированный оксианион, 
будучи более сильным основанием, депротонирует остаток 
лизина.

Процесс деацилирования каталитического остатка сери-
на фермента протекает посредством активации молекулы 
воды (или другого внешнего нуклеофила) при совместном 
действии двух оснований Lys65 и Tyr153 и передаче прото-
на по цепочке от нуклеофила к остатку Tyr153, а от остатка 
Tyr153 к Lys65 – с образованием второго тетраэдрического 
интермедиата.

Одновременно с разрушением второго тетраэдрическо-
го интермедиата и последующим отрывом ацильной части 
субстрата (выделением второго продукта реакции) обра-
зующийся окси-анион Ser62 депротонирует остаток Lys65, 
и фермент приходит к первоначальному состоянию.

ВЫВОДЫ
Проведен биоинформатический и филогенетический ана-
лиз семейства пенициллин-связывающих белков, вклю-
чающего D-аминопептидазы, и определены консерватив-
ные аминокислотные остатки. Три из них: каталитический 
Ser62, Lys65 и Tyr153 – образуют необычную триаду пере-
носа протона, обеспечивающую активацию обобщенного 
нуклеофила активного центра фермента в процессе ката-
лиза. При помощи молекулярного моделирования показано, 
что консервативный остаток Lys65 имеет необычно низкое 
значение pKa, которое подтверждено также эксперимен-
тальным исследованием рН-профиля каталитической ак-
тивности D-аминопептидазы. Полученные данные позво-
лили установить роль остатка Lys65 в механизме действия 
D-аминопептидазы как общего основания, ответственно-
го за передачу протона от каталитического остатка Ser62 
к остатку Tyr153 и обратно на стадиях образования и рас-
щепления промежуточного ацилфермента.  

Работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований и Японским обществом 

продвижения науки (грант № 09-08-92104-ЯФ).
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