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1. Аннотация

Фермент пенициллинамидаза (ПА) из E.coli используется в синтезе антибиотиков. Поэтому изучение ПА из других организмов представляет научный и коммерческий интерес.
В результате работы была построена четвертичная структура пенициллинамидазы из Providencia rettgeri по известной структуре фермента из Escherichia coli , оценено качество построенной модели и произведено сравнение 3D-структур пенициллинамидаз из P.rettgeri  и E.coli .
Было показано, что с помощью программы SWISS-MODEL можно построить достаточно качественную четвертичную структуру данного белка, исходя из его первичной структуры и известной четвертичной структуры ‘матрицы’. Отличие смоделированной структуры от экспериментальной (среднеквадратичное отклонение 1.3 Å) находилось в пределах ошибки эксперимента (2.5 Å по данным рентгеноструктурного анализа).
Было установлено высокое сходство трехмерных структур пенициллинамидаз из P.rettgeri и E.coli, в особенности, сходство их активных центров, наводящее на предположение о схожей субстратной специфичности ферментов.
2. Введение

Пенициллинамидаза (penicillin amidase, penicillin acylase, penicillin amidohydrolase)  известна как фермент, используемый в производстве антибиотиков (рис.1). Научный интерес к ПА обусловлен уникальными каталитическими свойствами и механизмом катализа. На примере ПА из E.coli показано, что фермент обладает широкой субстратной специфичностью и может быть использован для решения задач тонкого органического синтеза. Сравнительное изучение ПА из разных организмов представляет значительный интерес, так как, с одной стороны, может дать важную информацию о неизвестном ранее механизме биокатализа, и, с другой стороны, выявить новые области практического использования этой группы ферментов.
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 Рис. 1 : Фермент пенициллинамидаза катализирует синтез антибиотиков из активированных производных аминокислот и ядер антибиотиков.
3. Обзор литературы
3.1 Свойства пенициллинамидазы
Пенициллинамидаза (ПА) относится к классу гидролаз, подклассу амидогидролаз (К.Ф.: 3.5.1.11) и известна в основном как катализатор гидролиза амидной связи в антибиотиках пенициллинового ряда,(рис.2).
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Рис. 2: Фермент пенициллинамидаза катализирует гидролиз амидной связи.
Уникальность свойств ПА заключается в том, что они катализируют расщепление только одной, более стабильной из двух амидных связей пенициллина. 

Впервые ПА выделили в 50-х годах из грибов Penicillium chrysogenum и Aspergillus oryzae . В дальнейшем ее обнаружили у разных микроорганизмов. Ферменты из разных продуцентов отличаются не только по субстратной специфичности, но, вероятно, и по физиологической роли.      
Физиологическая роль ПА до настоящего времени точно не установлена. Существует несколько предположений: резистентность к пенициллинам, метаболизирование фенилуксусной кислоты (ФУК) в качестве единственного источника углерода и энергии, связь с белковым метаболизмом клетки.

3.2 Первичная структура пенициллинамидазы
ПА из E.coli является одним из первых ферментов, для которых первичная структура была определена методом секвенирования гена и впоследствии хорошо изучен биосинтез.   

Зрелый фермент из E.coli-  гетеродимер, состоящий из (- и (- цепей. Предшественник синтезируется как полипептид, состоящий из сигнального пептида, содержащего 26 аминокислот (а.к.), а также (- и (-субъединиц (209 а.к. и 557 а.к., соответственно), разделенных эндопептидом (54 а.к.).
Сначала устраняется сигнальный пептид, после этого происходит расщепление предшественника на (-субъединицу и (-субъединицу, связанную с эндопептидом.     Дальнейшее созревание активной ПА характеризуется последующим удалением  эндопептида, в результате чего образуется зрелая (-субъединица. При этом (-субъединица сворачивается первой и действует как матрица для сворачивания (-субъединицы [1], (Рис.3).  
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Рис. 3: Созревание пенициллинамидазы. Предшественник состоит из сигнального пептида (sp) и А- и В-субъединиц, разделенных эндопептидом (ep). В процессе самосплайсинга удаляются сигнальный пептид и эндопептид. Зрелый белок состоит из А- и В-субъединиц. N-концевой серин В-цепи является каталитически активным остатком. 
До настоящего времени также определены первичные структуры методом секвенирования гена ПА из A.faecalis, K.citrophila, P.rettgeri, A.viscosus, B.megaterium и показано, что эти ферменты обладают высокой степенью гомологичности. Авторы сопоставили их аминокислотные последовательности и обнаружили много высококонсервативных участков на протяжении как (-, так и (-цепи ферментов, большинство из которых, если исходить из трехмерной структуры ПА из E.coli, находятся вблизи активного центра.
Следует отметить, что N-концевой аминокислотный остаток (-цепи всех рассмотренных ПА является серин (каталитически активный остаток).

3.3 Пространственная структура пенициллинамидазы
Рентгеноструктурный анализ (РСА) ПА из E.coli был опубликован в 1995 году.  Фермент имеет форму почки в поперечном сечении, с глубокой чашеобразной выемкой по центру. Гетеродимер имеет усредненные размеры 70x50x55Å и состоит из двух тесно переплетенных цепей (α- и β-субъединицы). Отдельные субъединицы не связаны ковалентно. Для проявления ферментативной активности ПА из E.coli  и P.rettgeri  обязательно необходимы обе субъединицы [2], (Рис.4)
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Рис. 4: Пространственная структура пенициллинамидазы. ПА состоит из двух цепей. А-субъединица обозначена красным цветом, В-субъединица- синим.  
3.4 Структура активного центра пенициллинамидазы
Участок связывания ацильной части субстрата образован многочисленными ароматическими структурами и гидрофобными боковыми радикалами аминокислот. При связывании ингибитора его фенилацетильная часть погружается в этот гидрофобный “карман”, а карбоксильная группа ориентируется к растворителю и близка к каталитическому сериновому остатку (1, расположенному в устье связывающего кармана [3, 4],(Рис.5). 

Связывание нуклеофила с ферментом недостаточно изучено.
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Рис. 5: Активный центр пенициллинамидазы из E. coli. Помеченные а.к. остатки участвуют в связывании фермента с субстратом (Arg145A, Phe146A, Ser1B, Gln23B, Phe24B, Ala69B, Phe241B, Arg263B). Ser1B является каталитически активным а.к. остатком.
3.5 Механизм катализа
При взаимодействии пенициллинамидазы с субстратом (рис.6) кислород гидроксильной группы серина В1 образует связь с карбонильным углеродом субстрата. При этом а. к. остатки AlaB69 и AsnB241 стабилизируют отрицательный заряд на кислороде субстрата. Далее происходит отщепление амина и нуклеофильное присоединение воды, в результате которого образуется кислота [5].
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Рис. 6: Механизм катализа гидролиза амидной связи.
Пенициллинамидазы из разных источников в принципе отличаются по своим каталитическим свойствам. Поэтому можно ожидать, что отдельные ферменты этой группы могут быть использованы для решения различных задач. 

4. Постановка цели работы

Задача работы состояла в построении трехмерной четвертичной структуры пенициллинамидазы из Providencia rettgeri по известной структуре фермента из Escherichia coli, оценке качества построенной модели и сравнении 3D-структур пенициллинамидаз из P.rettgeri и E.coli.

5. Экспериментальная часть
1) Поиск белковых последовательностей пенициллинамидаз

Белковые последовательности искались в FASTA-формате с помощью системы поиска SRS (http://www.srs.ebi.ac.uk) в банке spTrembl по видовому названию (последовательность ПА из P.rettgeri) и с помощью системы поиска Entrez в банке Swiss-Prot (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) по К.Ф. 3.5.1.11-амидогидролазы (последовательность предшественника ПА из E.coli).
2) Поиск PDB-файлов пенициллинамидаз из E.coli
PDB-файлы пенициллинамидаз из E.coli искались в банке PROTEIN DATA BANK (http://www.rcsb.org) в качестве предполагаемых матриц по К.Ф. 3.5.1.11. Брались также последовательности этих белков в FASTA-формате из PDB-файлов (опция Download Structures or Sequences(FASTA format). 

3) Выравнивание

Парные выравнивания проводились на сервере GeneBee-Molecular Biology Server (http://www.belozersky.msu.ru) с помощью программы AliBee-Multiple alignment белковой последовательности предшественника из E. coli с каждым ферментом из E.coli из PROTEIN DATA BANK. 
4) Построение трехмерной структуры

Для построения трехмерной структуры использовался сервис SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/), расположенный на сервере швейцарского института биоинформатики ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.org). Чтобы смоделировать белок, состоящий из двух субъединиц А и В (Oligomer modeling) был выбран режим Project mode. Для того, чтобы создать файл-project в программе Swiss-PdbViewer  (http://kr.expasy.org/spdbv/) загружаются PDB-файл 1GK9 (c вырезанной информацией о гетероатомах) и последовательность ПА из P. rettgeri. Затем последовательность выравнивается с матрицей (Fit Raw Sequence). Выравнивание подправлялось вручную так, чтобы в последовательности матрицы не было делеций (Window( Alignment). Таким образом был создан файл (Project.pdb: http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov), отправленный на сервер SWISS-MODEL.

Полученный результат- трехмерная структура пенициллинамидазы из P. rettgeri (файл PA-from-P.rettgeri.pdb:  http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov ).
5) Поиск PDB-файла пенициллинамидазы из P.rettgeri
PDB-файл пенициллинамидазы из P.rettgeri (ID: 1CP9) искался в банке PROTEIN DATA  BANK (http://www.rcsb.org) по К.Ф. 3.5.1.11. 
6) Подсчет среднеквадратичного отклонения

Среднеквадратичное отклонение (RMS) атомов построенной ПА от ПА из P.rettgeri из банка PROTEIN DATA BANK (ID: 1CP9) подсчитывалось с помощью программ Swiss-PdbViewer и g_rmsf. 
RMS для всех атомов и отдельно для С-альфа атомов подсчитывалось с помощью программы   Swiss-PdbViewer. Для этого в программе загружаются файлы PA-from-P.rettgeri.pdb (с предварительно вырезанной информацией о матрице) и 1CP9.ent. Затем загруженные белки выравниваются (Magic Fit) и подсчитывается среднеквадратичное отклонение (Calculate RMS).  
RMS для каждого а.к. остатка подсчитывалось с помощью программы g_rmsf из пакета программ GROMACS 3.1.4 (http://www.gromacs.org).
7) Визуализация трехмерных структур

Для визуализации трехмерных структур и создания рисунков использовалась программа VMD (Visual Molecular Dynamics) (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).
6. Обсуждение результатов

6.1 Построение трехмерной четвертичной структуры пенициллинамидазы из Providencia rettgeri 

Пенициллинамидазы из P.rettgeri и E.coli обладают высокой степенью сходства, поэтому, зная трехмерную структуру фермента из E.coli, можно смоделировать по аналогии трехмерную четвертичную структуру ПА из P.rettgeri, исходя из известной первичной структуры этого белка (Рис.7, Accession number в банке SpTrEMBL: Q7WZI9).
	    >ПА из Providencia rettgeri 

Сигнальный пептид:

MKKHLISIAIVLSLSSLSLSSFS     

А-субъединица

QSTQIKIERDNYGVPHIYANDTYSLFYGYGYAVAQDRLFQMEMAKRSTQGTVSEVFGKDYISFDKEIRNNYW
PDSIHKQINQLPSQEQDILRGYADGMNAWIKQINTKPDDLMPKQFIDYDFLPSQWTSFDVAMIMVGTMANRF
SDMNSEIDNLALLTALKDKYGEQLGVEFFNQINWLNNPNAPTTISSEEFTYSD SQKTKNIS     

Эндопептид:

QLNQISDYRLTAPMFERTAKDTTGKVLALSSQENNALIAKQYEQSGANGLAGYPTT

В-субъединица:

SNVWLVGKTKASGAKAILLNGPQFGWFNPAYTYGIGLHGAGFNIVGNTPFAYPAILFGHNGHVSWGSTAGFG
DGVDIFAEQVSPEDPNSYLHQGQWKKMLSRQETLNVKGEQPITFEIYRTVHGNVVKRDKTTHTAYSKARAW
DGKELTSLMAWVKQGQAQNWQQWLDQAQNQALTINWYYADKDGNIGYVHTGHYPDRQINHDPRLPVSGT
GEWDWKGIQPFANNPKVYNPKSGYIANWNNSPAKNYPASDLFAFLWGSADRVKEIDNRIEAYDKLTADDM
WAILQQTSRVDLNHRLFTPFLTQATQGLPSNDNSVKLVSMLQQWDGINQLSSDGKHYIHPGSAILDIWLKEML
KATLGQTVPAPFDKWYLASGYETTQEGPTGSLNISTGAKLLYESLLEDKSPISQSIDLFSGQPQNDVIRKTLNTT
YQKMIEKYGDNPANWQTPATALTFRENNFFGIPQALPQENFHQNEYHNRGTENDLIVFTEEGVSAWDVVAPG
QSGFISPQGKPSPHYQDQLSLYQQFGKKPLWLNSEDVAPYIESTETLIIER


Рис.7: Белковая последовательность ПА из P.rettgeri. 
Для моделирования требовался PDB-файл, содержащий 3D-структуру ПА из E.coli, в качестве матрицы (template). Всего было найдено 23 файла ( ID: 1AI4, 1AI5, 1AI6, 1AI7, 1AJN, 1AJP, 1AJQ, 1E3A, 1FXH, 1FXV, 1GK9, 1GKF, 1GM7, 1GM8, 1GM9, 1H2G, 1JX9, 1K5Q, 1K5S, 1KEC, 1PNK, 1PNL, 1PNM).

Среди белков из найденных PDB-файлов были нормальные зрелые ферменты, ферменты-мутанты и один белок с  невырезанным эндопептидом. Из этих файлов нужно было выбрать один, наиболее подходящий в качестве матрицы. Он должен был иметь следующие качества: в белке не должно было быть мутаций, в PDB-файле должно было присутствовать как можно больше аминокислот (в PDB-файле могут отсутствовать аминокислоты на концах белка из-за невозможности точно определить их координаты), разрешение (resolution) должно быть как можно меньше. А- и В-субъединицы фермента из P.rettgeri немного короче соответственно А- и В-субъединиц фермента из E. coli (P.rettgeri- A:205 остатков, В: 553 остатка; E.coli- А:209 остатков, В: 557 остатков). Поэтому в качестве матрицы подходили зрелые ферменты без мутаций.
Для того, чтобы определить, есть ли в белке мутации, была взята белковая последовательность предшественника ПА из E.coli (Accession number в банке Swiss-Prot: P06875) в FASTA-формате (Рис.8 ) и сделаны парные выравнивания этой последовательности с каждым ферментом из E.coli из PROTEIN DATA BANK.
	    >ПА Escherichia coli (предшественник)

Сигнальный пептид:

MKNRNRMIVNCVTASLMYYWSLPALA

А-субъединица

EQSSSEIKIVRDEYGMPHIYANDTWHLFYGYGYVVAQDRLFQMEMARRSTQGTVAEVLGKDFVKFDKDIRR
NYWPDAIRAQIAALSPEDMSILQGYADGMNAWIDKVNTNPETLLPKQFNTFGFTPKRWEPFDVAMIFVGTM
ANRFSDSTSEIDNLALLTALKDKYGVSQGMAVFNQLKWLVNPSAPTTIAVQESNYPLKFNQQNSQTA

Эндопептид:

ALLPRYDLPAPMLDRPAKGADGALLALTAGKNRETIAAQFAQGGANGLAGYPTT

В-субъединица:

SNMWVIGKSKAQDAKAIMVNGPQFGWYAPAYTYGIGLHGAGYDVTGNTPFAYPGLVFGHNGVISWGSTAG
FGDDVDIFAERLSAEKPGYYLHNGKWVKMLSREETITVKNGQAETFTVWRTVHGNILQTDQTTQTAYAKSR
AWDGKEVASLLAWTHQMKAKNWQEWTQQAAKQALTINWYYADVNGNIGYVHTGAYPDRQSGHDPRLPV
PGTGKWDWKGLLPFEMNPKVYNPQSGYIANWNNSPQKDYPASDLFAFLWGGADRVTEIDRLLEQKPRLTAD
QAWDVIRQTSRQDLNLRLFLPTLQAATSGLTQSDPRRQLVETLTRWDGINLLNDDGKTWQQPGSAILNVWLT
SMLKRTVVAAVPMPFDKWYSASGYETTQDGPTGSLNISVGAKILYEAVQGDKSPIPQAVDLFAGKPQQEVVL
AALEDTWETLSKRYGNNVSNWKTPAMALTFRANNFFGVPQAAAEETRHQAEYQNRGTENDMIVFSPTTSDR
  PVLAWDVVAPGQSGFIAPDGTVDKHYEDQLKMYENFGRKSLWLTKQDVEAHKESQEVLHVQR


Рис.8: Белковая последовательность предшественника ПА из E.coli. 
Была составлена таблица для 23 ферментов из PROTEIN DATA BANK, в которой описываются лиганды, мутации, разрешение и а. к. остатки, представленные в PDB-файлах, для каждого белка:
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На основании этой таблицы в качестве матрицы была выбрана пенициллинамидаза 1GK9 (файл 1GK9.ent: http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov ), которая представляет собой зрелый фермент без мутаций [6].
С помощью программы SWISS-MODEL [7, 8, 9] была построена трехмерная четвертичная структура пенициллинамидазы из P.rettgeri (файл PA-from-P.rettgeri.pdb:  http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov/ ). На Рис.9  изображена построенная модель.
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Рис. 9: Пространственная структура пенициллинамидазы из Providencia rettgeri, построенная на сервере SWISS-MODEL. А-субъединица обозначена зеленым цветом, В-субъединица- голубым. 
При создании файла Project выравнивание, сделанное программой Swiss-PdbViewer, оказалось не самым оптимальным, в отличие от выравнивания, выдаваемого программой AliBee. Поэтому его пришлось редактировать вручную для устранения делеции в последовательности матрицы (белковая последовательность матрицы не должна содержать делеций) и улучшения выравнивания В-цепи по образцу выравнивания (Рис.16), сделанного программой AliBee (http://www.belozersky.msu.ru).
Преимущество ручного выравнивания видно при наложении 3D-структур ПА из P.rettgeri, построенной на сервере SWISS-MODEL и ПА из P.rettgeri, полученной медодом рентгеноструктурного анализа (ID в PROTEIN DATA BANK:1CP9,  файл  1CP9.ent (http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov ) ). 
На Рис.10 изображено наложение структур пенициллинамидаз 1CP9 и полученной на сервере SWISS-MODEL без применения ручного выравнивания В-цепей. Структуры плохо накладываются, а концы В-цепей не совпадают.
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Рис.10: Наложение структур пенициллинамидаз 1CP9 и полученной на сервере SWISS-MODEL при автоматическом выравнивании последовательностей. Синим цветом обозначена ПА 1CP9, оранжевым- построенная ПА. Видно, что структура смоделирована не оптимальным образом.
На рис.11 изображена структура, смоделированная по результатам выравнивания, выдаваемого программой AliBee.
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Рис.11: Наложение структур пенициллинамидаз 1CP9 и полученной на сервере SWISS-MODEL с применением оптимального выравнивания последовательностей. Синим цветом обозначена ПА 1CP9, оранжевым- построенная ПА.
6.2 Оценка качества построенной трехмерной структуры 
Для оценки качества построенная модель сравнивалась с трехмерной структурой ПА из P.rettgeri, полученной методом рентгеноструктурного анализа, из PROTEIN DATA BANK (ID: 1CP9-  файл  1CP9.ent (http://kodomo.cmm.msu.ru/~nilov )).

Среднеквадратичное отклонение (RMS) атомов построенной ПА от ПА 1CP9, полученное с помощью программы Swiss-PdbViewer составляет   1,25 Å  для С-альфа атомов и 1,33 Å для всех атомов. 
Подсчитывалось также RMS для каждого а.к. остатка с помощью программы g_rmsf из пакета программ GROMACS 3.1.4. Зависимость RMS  от номера остатка изображена на Рис.12, 13.
Подсчитанное отклонение приемлемо, поскольку экспериментальное значение разрешения (resolution) для ПА 1CP9 составляет 2,50Å. 
Следовательно, построенная трехмерная структура близка к экспериментальной и является достаточно качественной.
Визуализация качества построенной трехмерной структуры с помощью В-фактора представлена на Рис.14. В-фактор пропорционален RMS атомов построенной структуры от атомов ПА 1CP9. Из рисунка видно хорошее качество построенной модели. Структуры обладают значительным сходством в области активного центра.
Кроме того, что построенная структура является достаточно качественной, в полученном PDB-файле PA-from-P.rettgeri.pdb имеются все а.к. остатки ПА из P.rettgeri, тогда как в PDB-файле ПА из P.rettgeri  из PROTEIN DATA BANK А-цепь начинается со второго остатка и заканчивается 197-ым (Всего А-цепь ПА из P.rettgeri  содержит 205 остатков).
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        Рис.12: Среднеквадратичное отклонение остатков в А-цепи.
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      Рис.13: Среднеквадратичное отклонение остатков в В-цепи.
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Рис.14: Визуализация качества моделирования с помощью В-фактора. Значения В-фактора для каждого цвета: оранжевый- 100-75, желтый- 75-50, зеленый- 50-25, голубой- 25-10, синий- <10. Из рисунка видно хорошее качество построенной модели. Структуры обладают значительным сходством в области активного центра.
6.3Сравнение четвертичной структуры ПА из P.rettgeri с
четвертичной структурой фермента из E.coli
Пенициллинамидазы из P.rettgeri и E.coli обладают удовлетворительной степенью сходства (гомология в аминокислотной последовательности белков составляет 75%). Имеется много высоко консервативных участков на протяжении (- и (-цепи ферментов и, что особенно важно, вблизи активного центра. Это видно из выравниваний белковой последовательности ПА из P.rettgeri c последовательностью из E.coli (Рис.15, 16). 
	                       .*.+*** **.**.********+ *******.************+*******.**.**

P.rettgeri  (     1) --QSTQIKIERDNYGVPHIYANDTYSLFYGYGYAVAQDRLFQMEMAKRSTQGTVSEVFGK

E.coli      (     1) eqSSSEIKIVRDEYGMPHIYANDTWHLFYGYGYVVAQDRLFQMEMARRSTQGTVAEVLGK

                     *++.***+**.*****.*. **  *  ++..**.********** .+**.*+ *+**** 

P.rettgeri  (    59) DYISFDKEIRNNYWPDSIHKQINQLPSQEQDILRGYADGMNAWIKQINTKPDDLMPKQFI

E.coli      (    61) DFVKFDKDIRRNYWPDAIRAQIAALSPEDMSILQGYADGMNAWIDKVNTNPETLLPKQFN

                      + * *..*  ******.********** .***************** . *.  ***+.*

P.rettgeri  (   119) DYDFLPSQWTSFDVAMIMVGTMANRFSDMNSEIDNLALLTALKDKYGEQLGVEFFNQINW

E.coli      (   121) TFGFTPKRWEPFDVAMIFVGTMANRFSDSTSEIDNLALLTALKDKYGVSQGMAVFNQLKW

                     * **.*****. +* .*  . .*.... .

P.rettgeri  (   179) LNNPNAPTTISSEEFTY--SDSQKTKNIS

E.coli      (   181) LVNPSAPTTIAVQESNYplKFNQQNSQTA


Рис. 15: Выравнивание А-цепи ПА из P.rettgeri с А-цепью ПА из E.coli. Помечены а.к. остатки активного центра: Arg143A и Phe144A.
	                     **.*.+**.**. ****+.*******+ *************+.+.********.+.****

P.rettgeri  (     1) SNVWLVGKTKASGAKAILLNGPQFGWFNPAYTYGIGLHGAGFNIVGNTPFAYPAILFGHN

E.coli      (     1) SNMWVIGKSKAQDAKAIMVNGPQFGWYAPAYTYGIGLHGAGYDVTGNTPFAYPGLVFGHN

                     * +********** ******..* * *. ***.*.* *****+**+.**. *  ** ++*

P.rettgeri  (    61) GHVSWGSTAGFGDGVDIFAEQVSPEDPNSYLHQGQWKKMLSRQETLNVKGEQPITFEIYR

E.coli      (    61) GVISWGSTAGFGDDVDIFAERLSAEKPGYYLHNGKWVKMLSREETITVKNGQAETFTVWR

                     *****+.. *.**.***.*.*******..**+**. * .*.***+* .** .********

P.rettgeri  (   121) TVHGNVVKRDKTTHTAYSKARAWDGKELTSLMAWVKQGQAQNWQQWLDQAQNQALTINWY

E.coli      (   121) TVHGNILQTDQTTQTAYAKSRAWDGKEVASLLAWTHQMKAKNWQEWTQQAAKQALTINWY

                     *** .********* ***** .******* ***.*****+ **  *******.*******

P.rettgeri  (   181) YADKDGNIGYVHTGHYPDRQINHDPRLPVSGTGEWDWKGIQPFANNPKVYNPKSGYIANW

E.coli      (   181) YADVNGNIGYVHTGAYPDRQSGHDPRLPVPGTGKWDWKGLLPFEMNPKVYNPQSGYIANW

                     **** *.************.**** ***. +*   +****. * ++.**** *** *** 

P.rettgeri  (   241) NNSPAKNYPASDLFAFLWGSADRVKEIDNRIEAYDKLTADDMWAILQQTSRVDLNHRLFT

E.coli      (   241) NNSPQKDYPASDLFAFLWGGADRVTEIDRLLEQKPRLTADQAWDVIRQTSRQDLNLRLFL

                     * *  **.** ..*   .**. * .***** *..*** + .******.+** .*** *. 

P.rettgeri  (   301) PFLTQATQGLPSNDNSVKLVSMLQQWDGINQLSSDGKHYIHPGSAILDIWLKEMLKATLG

E.coli      (   301) PTLQAATSGLTQSDPRRQLVETLTRWDGINLLNDDGKTWQQPGSAILNVWLTSMLKRTVV

                      .** ****** ********+*********.***+***..  ***** *.+***.*.**.

P.rettgeri  (   361) QTVPAPFDKWYLASGYETTQEGPTGSLNISTGAKLLYESLLEDKSPISQSIDLFSGQPQN

E.coli      (   361) AAVPMPFDKWYSASGYETTQDGPTGSLNISVGAKILYEAVQGDKSPIPQAVDLFAGKPQQ

                     +*+  .*. *++ + .+**.* .**.*** ***** *****+***  +*. ** **.***

P.rettgeri  (   421) DVIRKTLNTTYQKMIEKYGDNPANWQTPATALTFRENNFFGIPQALPQENFHQNEYHNRG

E.coli      (   421) EVVLAALEDTWETLSKRYGNNVSNWKTPAMALTFRANNFFGVPQAAAEETRHQAEYQNRG

                     ****+***    .+. * *************.*.*  . **+***.+*+.**+* ***..

P.rettgeri  (   481) TENDLIVF----TEEGVSAWDVVAPGQSGFISPQGKPSPHYQDQLSLYQQFGKKPLWLNS

E.coli      (   481) TENDMIVFspttSDRPVLAWDVVAPGQSGFIAPDGTVDKHYEDQLKMYENFGRKSLWLTK

                     +**  + ** *.* ++*

P.rettgeri  (   537) EDVAPYIESTETLIIER

E.coli      (   541) QDVEAHKESQEVLHVQR


Рис. 16: Выравнивание B-цепи ПА из P.rettgeri с B-цепью ПА из E.coli. Помечены а.к. остатки активного центра: Ser1B(каталитически активный а.к остаток), Gln23B, Phe24B, Ala69B, Phe71B, Asn241B, Arg263B.
А.к. остатки активного центра ПА из P.rettgeri совпадают с остатками активного центра ПА из E.coli [4]. Отличается только их нумерация в А-цепи.    
Несмотря на то,что степень гомологии составляет только 75%, трехмерные структуры пенициллинамидаз из P.rettgeri и E.coli (Рис.4,9) очень схожи. RMS по С-альфа атомам составляет 0,72Å.
Особенно важно сходство в структуре активного центра (Рис.17). Серин1В и а.к. остатки, образующие оксианионную дырку, в ПА из P.rettgeri так же расположены в пространстве, как и в ПА из E.coli. 
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Рис. 17: Активный центр пенициллинамидазы из P.rettgeri. Помеченные а.к. остатки участвуют в связывании фермента с субстратом (Arg143A, Phe144A, Ser1B, Gln23B, Phe24B, Ala69B, Phe241B, Arg263B). Ser1B является каталитически активным а.к. остатком.
Одним из лучших  субстратов для пенициллинамидазы из E.coli является пенициллин G (бензилпенициллин): Пенициллин G является также хорошим субстратом для ПА из P.rettgeri (константа диссоциации комплекса фермента с субстратом равна 0,002M 0,0000085М для ПА из E.coli и 0,002M для ПА из P.rettgeri [10]).
Сходство активных центров дает основание полагать, что и другие субстраты ПА из E.coli подходят для ПА из P.rettgeri. 
7. Выводы
1) С помощью программы SWISS-MODEL была построена четвертичная структура фермента пенициллинамидазы из Providencia rettgeri , исходя из его первичной структуры и четвертичной структуры схожего фермента ПА из Escherichia coli.
2) Среднеквадратичное отклонение (RMS) атомов 3D-структуры построенной ПА от структуры ПА из P.rettgeri из PROTEIN DATA BANK, полученной методом рентгеноструктурного анализа, составляет 1,25 Å для С-альфа атомов и 1,33 Å для всех атомов, что находится в пределах экспериментальной ошибки рентгеноструктурного анализа (2,50 Å).
3) Несмотря на то, что гомология в аминокислотных последовательностях пенициллинамидаз из E.coli и P.rettgeri составляет всего 75%, трехмерные структуры этих белков очень схожи. Среднеквадратичное отклонение по С-альфа атомам составляет 0,72Å.
4) На основании построенной трехмерной структуры было показано, что активный центр ПА из P.rettgeri и E.coli составляют одни и те же остатки (в ПА из P.rettgeri: Arg143A, Phe144A, Ser1B, Gln23B, Phe24B, Ala69B, Phe241B, Arg263B). Это наводит на предположение о схожей субстратной специфичности ферментов. 
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		0.0545

		0.0539

		0.0538

		0.1271

		0.0775

		0.0727

		0.1563

		0.0734

		0.1565

		0.0885

		0.1799

		0.065

		0.1408

		0.273

		0.2079

		0.0273

		0.0306

		0.2182

		0.3044

		0.063

		0.0484

		0.2844

		0.1729

		0.0312

		0.1335

		0.2395

		0.2894

		0.1542

		0.2271

		0.2262

		0.3471

		0.1709

		0.1663

		0.3291

		0.175

		0.1805

		0.1912

		0.2357

		0.1114

		0.1375

		0.023

		0.0223

		0.024

		0.1283

		0.0327

		0.0422

		0.0348

		0.1487

		0.034

		0.2938

		0.1278

		0.0389

		0.1499

		0.129

		0.0289

		0.0855

		0.0573

		0.0416

		0.0624

		0.1302

		0.2243

		0.4764

		0.1852

		0.1565

		0.0856

		0.3365

		0.1176

		0.2305

		0.0323

		0.0422

		0.079

		0.0237

		0.0212

		0.0314

		0.0405

		0.0239

		0.0199

		0.0194

		0.0973

		0.0758

		0.1359

		0.2226

		0.3623

		0.8922

		0.3905

		0.1183

		0.0983

		0.1187

		0.0461

		0.0447

		0.0296

		0.0272

		0.0444

		0.0429

		0.0465

		0.03

		0.0211

		0.0347

		0.0339

		0.0518

		0.0492

		0.1271

		0.0537

		0.1976

		0.0372

		0.2348

		0.0451

		0.0629

		0.0871

		0.0629

		0.0603

		0.129

		0.0488

		0.0453

		0.1385

		0.0979

		0.0781

		0.0355

		0.1112

		0.2402

		0.0447

		0.0229

		0.1154

		0.0306

		0.0803

		0.0625

		0.0539

		0.0483

		0.2378

		0.1272

		0.2312

		0.1658

		0.1656

		0.1352

		0.1776

		0.1552

		0.1862

		0.1412

		0.0654

		0.1288

		0.0652

		0.1558

		0.1482

		0.1573

		0.2086

		0.4055

		0.4208



НОМЕР ОСТАТКА

ОТКЛОНЕНИЕ, nm



rmsd

		#		This		file		was		created		by		g_rmsf

		#		which		is		part		of		G		R		O		M		A		C		S:

		#		Gallium		Rubidium		Oxygen		Manganese		Argon		Carbon		Silicon

		#		All		this		happened		at:		Mon		Nov		10		13:13:49		2003

		#

		@		title		RMS Deviation

		@		xaxis		label		Residue

		@		yaxis		label		(nm)

		@TYPE		xy

				1		0.6016

				2		0.3249

				3		0.1971

				4		0.0532

				5		0.2545

				6		0.0805

				7		0.1135

				8		0.0459

				9		0.0488

				10		0.1953

				11		0.1452

				12		0.0418

				13		0.1186

				14		0.0398

				15		0.1174

				16		0.0352

				17		0.1394

				18		0.0272

				19		0.0466

				20		0.1066

				21		0.0503

				22		0.0322

				23		0.0313

				24		0.0175

				25		0.0237

				26		0.0506

				27		0.0217

				28		0.014

				29		0.0304

				30		0.1413

				31		0.0114

				32		0.0251

				33		0.0252

				34		0.0256

				35		0.0212

				36		0.1105

				37		0.0379

				38		0.0368

				39		0.0263

				40		0.0227

				41		0.0311

				42		0.0367

				43		0.0276

				44		0.0929

				45		0.0336

				46		0.0339

				47		0.0356

				48		0.0421

				49		0.0198

				50		0.0162

				51		0.0175

				52		0.09

				53		0.1221

				54		0.0297

				55		0.0578

				56		0.051

				57		0.1504

				58		0.0672

				59		0.0637

				60		0.18

				61		0.0824

				62		0.0277

				63		0.0307

				64		0.0938

				65		0.2154

				66		0.0189

				67		0.0322

				68		0.0985

				69		0.0466

				70		0.0267

				71		0.0538

				72		0.0634

				73		0.2791

				74		0.1207

				75		0.0268

				76		0.2811

				77		0.2802

				78		0.0494

				79		0.063

				80		0.1043

				81		0.1007

				82		0.1682

				83		0.1653

				84		0.1415

				85		0.3262

				86		0.1476

				87		0.2385

				88		0.0555

				89		0.0305

				90		0.042

				91		0.2242

				92		0.0409

				93		0.0325

				94		0.038

				95		0.0539

				96		0.034

				97		0.1015

				98		0.0626

				99		0.028

				100		0.0337

				101		0.0764

				102		0.2568

				103		0.1779

				104		0.1908

				105		0.221

				106		0.2735

				107		0.3164

				108		0.1

				109		0.204

				110		0.242

				111		0.0703

				112		0.0487

				113		0.0287

				114		0.0812

				115		0.0625

				116		0.0432

				117		0.1757

				118		0.1252

				119		0.1174

				120		0.217

				121		0.1576

				122		0.2009

				123		0.0758

				124		0.2792

				125		0.2594

				126		0.0438

				127		0.148

				128		0.0282

				129		0.0343

				130		0.019

				131		0.0207

				132		0.0161

				133		0.0311

				134		0.0243

				135		0.1876

				136		0.0295

				137		0.0276

				138		0.0262

				139		0.19

				140		0.0332

				141		0.0406

				142		0.0708

				143		0.1016

				144		0.0632

				145		0.0415

				146		0.2955

				147		0.0879

				148		0.0115

				149		0.0356

				150		0.0393

				151		0.0334

				152		0.0394

				153		0.0992

				154		0.0467

				155		0.0395

				156		0.0561

				157		0.0561

				158		0.0625

				159		0.0471

				160		0.0911

				161		0.2256

				162		0.0925

				163		0.0686

				164		0.0741

				165		0.3739

				166		0.1004

				167		0.1305

				168		0.0652

				169		0.135

				170		0.1815

				171		0.0672

				172		0.049

				173		0.0983

				174		0.0795

				175		0.0718

				176		0.0625

				177		0.0734

				178		0.1251

				179		0.161

				180		0.1214

				181		0.0794

				182		0.2328

				183		0.0248

				184		0.0407

				185		0.0411

				186		0.0336

				187		0.051

				188		0.137

				189		0.0966

				190		0.3428

				191		0.1427

				192		0.4043

				193		0.1316

				194		0.0465

				195		0.2303

				196		0.3182

				197		0.0359

				198		0.118

				199		0.0432

				200		0.0361

				201		0.1694

				202		0.0816

				203		0.1139

				204		0.2524

				205		0.1535

				206		0.0938

				207		0.0909

				208		0.0765

				209		0.0948

				210		0.0909

				211		0.2492

				212		0.0638

				213		0.0366

				214		0.0986

				215		0.0271

				216		0.0183

				217		0.02

				218		0.0435

				219		0.0243

				220		0.0577

				221		0.037

				222		0.0231

				223		0.1531

				224		0.1903

				225		0.0548

				226		0.0407

				227		0.0254

				228		0.033

				229		0.0321

				230		0.0243

				231		0.0301

				232		0.0091

				233		0.0207

				234		0.0199

				235		0.0272

				236		0.0357

				237		0.0577

				238		0.0436

				239		0.0575

				240		0.0711

				241		0.1506

				242		0.0213

				243		0.022

				244		0.0241

				245		0.0137

				246		0.016

				247		0.0249

				248		0.0255

				249		0.0364

				250		0.0618

				251		0.1805

				252		0.1812

				253		0.0352

				254		0.0217

				255		0.0391

				256		0.0332

				257		0.036

				258		0.0856

				259		0.0476

				260		0.0398

				261		0.0627

				262		0.0409

				263		0.0949

				264		0.0292

				265		0.0373

				266		0.0442

				267		0.1145

				268		0.049

				269		0.0571

				270		0.0778

				271		0.0651

				272		0.0367

				273		0.0257

				274		0.0225

				275		0.0179

				276		0.0365

				277		0.0329

				278		0.113

				279		0.1765

				280		0.227

				281		0.3166

				282		0.4472

				283		0.4362

				284		0.1925

				285		0.0777

				286		0.0336

				287		0.0399

				288		0.0324

				289		0.0911

				290		0.0989

				291		0.1657

				292		0.0396

				293		0.1721

				294		0.2987

				295		0.0532

				296		0.1731

				297		0.0593

				298		0.0368

				299		0.1611

				300		0.0678

				301		0.1337

				302		0.1592

				303		0.2127

				304		0.0738

				305		0.1669

				306		0.1512

				307		0.2652

				308		0.4273

				309		0.2185

				310		0.2267

				311		0.1481

				312		0.0807

				313		0.1382

				314		0.2035

				315		0.1138

				316		0.0537

				317		0.0414

				318		0.0662

				319		0.133

				320		0.0474

				321		0.051

				322		0.1471

				323		0.1674

				324		0.1373

				325		0.118

				326		0.0886

				327		0.3368

				328		0.18

				329		0.0823

				330		0.1001

				331		0.069

				332		0.0622

				333		0.0706

				334		0.0805

				335		0.0778

				336		0.0515

				337		0.0577

				338		0.0467

				339		0.0319

				340		0.0209

				341		0.0348

				342		0.1124

				343		0.0603

				344		0.1878

				345		0.1064

				346		0.1098

				347		0.1499

				348		0.1788

				349		0.0846

				350		0.0699

				351		0.0997

				352		0.1533

				353		0.101

				354		0.0831

				355		0.1133

				356		0.0564

				357		0.1781

				358		0.0208

				359		0.052

				360		0.1881

				361		0.0623

				362		0.0673

				363		0.1658

				364		0.2011

				365		0.0668

				366		0.0678

				367		0.0752

				368		0.1225

				369		0.0662

				370		0.0815

				371		0.0552

				372		0.0401

				373		0.03

				374		0.0309

				375		0.0475

				376		0.139

				377		0.0297

				378		0.0312

				379		0.0237

				380		0.1186

				381		0.2256

				382		0.0255

				383		0.1189

				384		0.0409

				385		0.0413

				386		0.0421

				387		0.0496

				388		0.0442

				389		0.0424

				390		0.0629

				391		0.116

				392		0.0503

				393		0.0381

				394		0.0441

				395		0.0309

				396		0.0475

				397		0.1695

				398		0.1566

				399		0.0693

				400		0.0811

				401		0.065

				402		0.0538

				403		0.0787

				404		0.0586

				405		0.0526

				406		0.1155

				407		0.0186

				408		0.0436

				409		0.0322

				410		0.3025

				411		0.0398

				412		0.0332

				413		0.0467

				414		0.0883

				415		0.0831

				416		0.1063

				417		0.1951

				418		0.0676

				419		0.0662

				420		0.0838

				421		0.1266

				422		0.0752

				423		0.0723

				424		0.055

				425		0.1432

				426		0.0351

				427		0.1229

				428		0.034

				429		0.3069

				430		0.035

				431		0.046

				432		0.1408

				433		0.0543

				434		0.0366

				435		0.022

				436		0.0193

				437		0.0489

				438		0.028

				439		0.0225

				440		0.0444

				441		0.0391

				442		0.0459

				443		0.1436

				444		0.035

				445		0.0468

				446		0.0572

				447		0.0906

				448		0.1226

				449		0.0463

				450		0.0394

				451		0.0609

				452		0.0528

				453		0.0152

				454		0.0235

				455		0.0295

				456		0.0958

				457		0.0315

				458		0.0393

				459		0.0202

				460		0.0386

				461		0.2813

				462		0.0485

				463		0.0225

				464		0.0638

				465		0.1111

				466		0.1323

				467		0.1613

				468		0.0451

				469		0.0765

				470		0.3922

				471		0.181

				472		0.1281

				473		0.0405

				474		0.0571

				475		0.0472

				476		0.0445

				477		0.0819

				478		0.1239

				479		0.0912

				480		0.0907

				481		0.1063

				482		0.172

				483		0.1703

				484		0.0404

				485		0.0323

				486		0.0271

				487		0.0445

				488		0.0815

				489		0.0374

				490		0.037

				491		0.0417

				492		0.1535

				493		0.0853

				494		0.1644

				495		0.0646

				496		0.0846

				497		0.088

				498		0.0691

				499		0.0502

				500		0.1387

				501		0.114

				502		0.0388

				503		0.0394

				504		0.2253

				505		0.0732

				506		0.0693

				507		0.1316

				508		0.2035

				509		0.164

				510		0.0991

				511		0.141

				512		0.125

				513		0.1312

				514		0.1645

				515		0.053

				516		0.0344

				517		0.0347

				518		0.1938

				519		0.0387

				520		0.22

				521		0.1375

				522		0.0307

				523		0.0887

				524		0.0532

				525		0.0555

				526		0.1239

				527		0.1024

				528		0.1396

				529		0.173

				530		0.1234

				531		0.127

				532		0.0411

				533		0.2533

				534		0.0592

				535		0.0499

				536		0.0894

				537		0.2727

				538		0.0246

				539		0.0263

				540		0.0269

				541		0.0331

				542		0.0334

				543		0.0257

				544		0.0742

				545		0.0322

				546		0.0365

				547		0.0854

				548		0.1765

				549		0.044

				550		0.0284

				551		0.0211

				552		0.2056

				553		0.0202

				554		0.0453

				555		0.1673

				556		0.179

				557		0.1194

				558		0.1647

				559		0.056

				560		0.0561

				561		0.0613

				562		0.0612

				563		0.0524

				564		0.0696

				565		0.1206

				566		0.0529

				567		0.0406

				568		0.1907

				569		0.0383

				570		0.034

				571		0.0495

				572		0.025

				573		0.0877

				574		0.2073

				575		0.1605

				576		0.2221

				577		0.0572

				578		0.0394

				579		0.0421

				580		0.0479

				581		0.0244

				582		0.0303

				583		0.1328

				584		0.0341

				585		0.0428

				586		0.0295

				587		0.1178

				588		0.0348

				589		0.037

				590		0.0313

				591		0.1351

				592		0.1386

				593		0.0485

				594		0.1284

				595		0.0958

				596		0.0534

				597		0.0967

				598		0.1581

				599		0.1745

				600		0.1076

				601		0.0639

				602		0.0518

				603		0.0545

				604		0.0539

				605		0.0538

				606		0.1271

				607		0.0775

				608		0.0727

				609		0.1563

				610		0.0734

				611		0.1565

				612		0.0885

				613		0.1799

				614		0.065

				615		0.1408

				616		0.273

				617		0.2079

				618		0.0273

				619		0.0306

				620		0.2182

				621		0.3044

				622		0.063

				623		0.0484

				624		0.2844

				625		0.1729

				626		0.0312

				627		0.1335

				628		0.2395

				629		0.2894

				630		0.1542

				631		0.2271

				632		0.2262

				633		0.3471

				634		0.1709

				635		0.1663

				636		0.3291

				637		0.175

				638		0.1805

				639		0.1912

				640		0.2357

				641		0.1114

				642		0.1375

				643		0.023

				644		0.0223

				645		0.024

				646		0.1283

				647		0.0327

				648		0.0422

				649		0.0348

				650		0.1487

				651		0.034

				652		0.2938

				653		0.1278

				654		0.0389

				655		0.1499

				656		0.129

				657		0.0289

				658		0.0855

				659		0.0573

				660		0.0416

				661		0.0624

				662		0.1302

				663		0.2243

				664		0.4764

				665		0.1852

				666		0.1565

				667		0.0856

				668		0.3365

				669		0.1176

				670		0.2305

				671		0.0323

				672		0.0422

				673		0.079

				674		0.0237

				675		0.0212

				676		0.0314

				677		0.0405

				678		0.0239

				679		0.0199

				680		0.0194

				681		0.0973

				682		0.0758

				683		0.1359

				684		0.2226

				685		0.3623

				686		0.8922

				687		0.3905

				688		0.1183

				689		0.0983

				690		0.1187

				691		0.0461

				692		0.0447

				693		0.0296

				694		0.0272

				695		0.0444

				696		0.0429

				697		0.0465

				698		0.03

				699		0.0211

				700		0.0347

				701		0.0339

				702		0.0518

				703		0.0492

				704		0.1271

				705		0.0537

				706		0.1976

				707		0.0372

				708		0.2348

				709		0.0451

				710		0.0629

				711		0.0871

				712		0.0629

				713		0.0603

				714		0.129

				715		0.0488

				716		0.0453

				717		0.1385

				718		0.0979

				719		0.0781

				720		0.0355

				721		0.1112

				722		0.2402

				723		0.0447

				724		0.0229

				725		0.1154

				726		0.0306

				727		0.0803

				728		0.0625

				729		0.0539

				730		0.0483

				731		0.2378

				732		0.1272

				733		0.2312

				734		0.1658

				735		0.1656

				736		0.1352

				737		0.1776

				738		0.1552

				739		0.1862

				740		0.1412

				741		0.0654

				742		0.1288

				743		0.0652

				744		0.1558

				745		0.1482

				746		0.1573

				747		0.2086

				748		0.4055

				749		0.4208
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