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В работе проведен анализ свойств термостабильных липаз бактерий рода Geobacillus. Проведена клас-
сификация ферментов по группам термостабильности. Показано наличие согласованных аминокис-
лотных замен у группы липаз с высокой термостабильностью (со временем полуинактивации свыше  
1000 мин): V198A, Q203E, V204I, Q217E и V294I, P306A, T307A, D312S, R313H, E316G, V324I, 
S334N, A343T. Наибольшее достоверное влияние на термостабильность ферментов оказывал гид-
рофильный момент α-спиралей, который коррелировал с зарядом и полярностью аминокислотных 
остатков данных регионов. Показано, что у липаз с наибольшей термостабильностью происходит 
стабилизация «lid»-домена на структурном уровне в районе 198А-217Е.
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ВВЕДЕНИЕ

В современной биотехнологии одним из наи-
более востребованных направлений является 
разработка новых ферментов с определенными 
свойствами. Так, например, ферменты липазы 
(EC 3.1.1.3) нашли широкое применение в 
различных отраслях промышленности, в том 
числе пищевой, фармацевтической и химиче-
ской (Jaeger, Eggert, 2002). Одним из важныхJaeger, Eggert, 2002). Одним из важных, Eggert, 2002). Одним из важныхEggert, 2002). Одним из важных, 2002). Одним из важных 
свойств, определяющих их применимость в 
тех или иных процессах, является их термо-
стабильность. Например, термостабильные 
липазы используются в процессах переэте-
рификации пищевых жиров для получения 
продуктов с контролируемым составом три-
глицеридов. 

В ряде работ показано, что липазы бактерий 
рода Geobacillus обладают высокой активно-
стью и термостабильностью, что обусловливает 
их применимость для получения различных 
химических веществ с высокой селективно-
стью, в том числе эфиров и амидов (Baldessari,Baldessari,, 

2012). Однако у липаз бактерий рода Geobacil-
lus существует ряд существенных отличий в 
термостабильности ферментов, что делает их 
удобным объектом исследования связи струк-
тура–термостабильность и выявления функ-
ционально значимых мотивов в их структуре 
с использованием компьютерных подходов. С 
этой целью на базе аминокислотных после-
довательностей белков широко применяются 
методы, основанные на предсказании функ-
ционально значимых остатков в соответствии 
с консенсусным и филогенетическими подхо-
дами. Другим часто применяемым методом 
является статистический анализ взаимосвязи 
структура–активность в соответствии с физи-
ко-химическими свойствами белков (гидро-
фобность, заряд на поверхности и др.). Однако 
для наиболее точного выявления связи между 
определенными структурными мотивами и 
свойствами белков целесообразно исследовать 
и определять характер физико-химических 
взаимодействий в функционально значимых 
структурных мотивах белков. Этот подход к 



667компьютерный анализ структуры липаз бактерий pода Geobacillus

исследованию связи структура–активность поз-
воляет выявлять в белках отдельные районы, 
являющиеся существенными для проявляемых 
ими свойств и активности. 

В данной работе для изучения связи струк-
тура–термостабильность у липаз бактерий  
рода GeobacillusGeobacillus был использован консенсус-
ный подход и количественный многофакторный 
анализ физико-химических свойств структур-
ных мотивов с использованием программы 
WebProAnalyst (Ivanisenko (IvanisenkoIvanisenko et al alal., 2005). Полу-
ченные данные позволили выделить мотивы и 
отдельные аминокислотные остатки, а также 
некоторые структурные особенности фермен-
тов, значимые для их термостабильности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Последовательности липаз, 
использованные в работе,  

и филогенетический анализ

В работе использовано 36 уникальных 
аминокислотных последовательностей липаз 
бактерий рода Geobacilllus, опубликованных в 
открытой печати. Выравнивание аминокислот-
ных последовательностей белков проводили с 
использованием программы ClustualW. Построе-ClustualW. Построе-. Построе-
ние филогентического древа было выполнено с 
использованием алгоритма ближайших соседей 
в программе MEGA5; проверку статистическойMEGA5; проверку статистической5; проверку статистической 
достоверности проводили при помощи бутстреп 
теста.

Моделирование  
трехмерной структуры липаз

Моделирование структуры липаз для по-
следующего анализа структуры проводили с 
использованием программы Modeller 9.10. В ка-
честве шаблона для моделирования были взяты 
липазы бактерий: G. stearothermophilus P1 (PDB 
ID 1JI3, цепи А и B), G. stearothermophilus L1 
(PDB ID 1KU0, цепи А и B), G. zalihae GZL-T1 
(PDB ID 2DSN, цепи А и B) и Geobacillus sp. 
SBS-4S (PDB ID 3AUK). Визуальный анализ 
структур моделей, расчет и определение связей 
между участками ферментов выполняли в про-
грамме Swiss-PDB Viewer (Guex, Peitsch, 1997)Guex, Peitsch, 1997), Peitsch, 1997)Peitsch, 1997), 1997) 
и PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/).PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/). (http://pymol.sourceforge.net/).http://pymol.sourceforge.net/).://pymol.sourceforge.net/).pymol.sourceforge.net/)..sourceforge.net/).sourceforge.net/)..net/).net/)./). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

По литературным данным, для компьютерно-
го анализа свойств были отобраны следующие 
липазы бактерий: G. lituanicus (GLL);GLL);); G. stea-. stea-stea-
rothermophilus (GSL);GSL);); Geobacillus sp. (GspL);GspL););  
G. thermocatenulatus. thermocatenulatusthermocatenulatus (GspL);GspL);); G. thermoleovorans. thermoleovoransthermoleovorans 
(GTL);GTL);); G. zalihae. zalihaezalihae (GZL) и липаза, выделенная изGZL) и липаза, выделенная из) и липаза, выделенная из 
метагенома (ML). Первоначально была проведе-ML). Первоначально была проведе-). Первоначально была проведе-
на классификация липаз по термостабильности, 
данные приведены в табл. 1. Для классификации 
липаз в качестве основного параметра исполь-
зовали значения времен полуинактивации (tt1/2) 
при температурах 60, 65 и 70 °С. Однако в 
литературе для ряда ферментов отсутствовали 
некоторые данные по термостабильности. Для 
решения этой проблемы для некоторых липаз 
бактерий рода Geobacillus (GTcL BTL2, GTLGTcL BTL2, GTLTcL BTL2, GTL 
ID-1, GZL T1 D311E, ML N355K, GSL YN) зна-
чения tt1/2 были предсказаны в соответствии со 
значениями гомологичных ферментов. 

Липазы были разделены на группы стабиль-
ности в соответствии со значениями температур-
ного оптимума активности и стабильности. При 
разделении учитывали значение tt1/2 при 60 °С,  
так как ему соответствовало наибольшее коли-
чество экспериментальных данных. Таким об-
разом, всего было получено 4 группы: группа 1  
(tt1/2 < 60 мин), группа 2 (tt1/2  �� 60–200 мин), группа 3  
(tt1/2 �� 200–1000 мин), группа 4 (tt1/2 > 1000 мин).  
Ряд ферментов относили в группу с большей 
термостабильностью, если их стабильность при 
70 °С была выше по сравнению с другими фер-
ментами этой группы. Таким образом, липаза 
GTL ID-1 была отнесена к группе 2, GSL P1 –  
к группе 3, а GTL Toshki и GspL-RD2-Y224C –TL Toshki и GspL-RD2-Y224C –L Toshki и GspL-RD2-Y224C –  
к группе 4.

Первоначально для определения различий 
между аминокислотными последовательно-
стями термостабильных липаз, использованных 
в работе, был проведен филогенетический ана-
лиз, результаты приведены на рис. 1. В целом 
все исследуемые липазы могут быть разделены 
на два кластера, первый включает липазы, близ-
кие к G. stearothermophilus. stearothermophilusstearothermophilus и прочим видам; 
вторая группа – липазы, родственные только 
G. zalihae. zalihaezalihae. Каждый из кластеров, в свою оче-
редь, подразделяется еще на несколько групп. 
Однако в результате проведенного анализа не 
было отмечено зависимости между термоста-
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Таблица 1 
Значения температурных оптимумов активности  

и времени полуинактивации липаз бактерий рода Geobacillus  

Штамм
Оптимум 

актив-
ности, °С

t1/2, мин Группа 
стабиль-

ности60 °С 65 °С 70 °С

GSL ARM 1 (Ebrahimpour et al., 2011) 65 0 0 0 1
GSL L1 WT (Kim et al., 1998) 60 90 15 10 1
GSL L1 H87A (Choi et al., 2005) 50 0 0 0 1
GSL L1 D61A/H87A (Choi et al., 2005) 45 0 0 0 1
GSL L1 D61A/H81A/H87A/D238A (Choi et al., 2005) 45 0 0 0 1
GspL RD-2 Y224C (Wu et al., 2010) 35 0 0 0 1
GspL SBS-4S (Tayyab et al., 2011) 60 20 0 0 1
GSL TW1 (Hebin, Xiaobo, 2005) 50 36 18 0 1
ML WT (Sharma et al., 2012) 50 5 0 0 1
GSL L2 (Sabri et al., 2009) 70 200 100 20 2
GTcL BTL2 WT (Quyen et al., 2003) 55 40 30* 20 2*
GTcL BTL2 F181A (Karkhane et al., 2009) 65 н/д н/д н/д н/д
GTcL BTL2 F182A (Karkhane et al., 2009) 55 н/д н/д н/д н/д
GTcL BTL2 F181A/F182A (Karkhane et al., 2009) 55 н/д н/д н/д н/д
GTL CCR11 (Quintana-Castro et al., 2009) 60 н/д н/д н/д н/д
GTL ID-1 (Cho et al., 2000) 75 60 42* 35 2*
GSL P1 (Tyndall et al., 2002) 55 300 90 45 3*
GspL RD-2 WT (Wu et al., 2010) 55 720 360 н/д 4
GspL RD-2 Y224P (Wu et al., 2010) 65 1000 480 н/д 4
GZL T1 (Ruslan et al., 2012) 70 600 300 30 3
GZL T1 D311E  (Ruslan et al., 2012) 70 720 415* 110 3
ML N355K (Sharma et al., 2012) 40 720 400* 75 3
GspL Toshki (Abdel-Fattah, Gaballa, 2008) 65 н/д н/д 185 4
GSL YN (Soliman et al., 2007) 70 1000 600* 200 4
GspL NTU03 WT (Shih, Pan, 2011) 55 >> 7000 7000 н/д 4
GspL NTU03 E189I (Shih, Pan, 2011) 55 >> 1400 1400 н/д 4
GspL NTU03 E189L (Shih, Pan, 2011) 55 >> 1400 1400 н/д 4
GspL NTU03 E189W (Shih, Pan, 2011) 55 >> 1400 1400 н/д 4
GspL NTU03 E189F (Shih, Pan, 2011) 45 н/д н/д н/д н/д
GspL NTU03 E189K (Shih, Pan, 2011) 45 н/д н/д н/д н/д
GspL NTU03 E189R (Shih, Pan, 2011) 50 2800 н/д н/д н/д
GspL NTU03 E189V (Shih, Pan, 2011) 50 1700 н/д н/д н/д
GspL NTU03 E189Y (Shih, Pan, 2011) 45 н/д н/д н/д н/д

П р и м е ч а н и е .  * Аппроксимация значения, н/д – нет данных.

бильностью и филогенетическим положением 
фермента. 

Из представленных в табл. 1 значений для 
последующего компьютерного анализа были 

отобраны липазы с известными значениями tt1/2 
при 60 °С. Для этих белков было проведено мно-
жественное выравнивание 19 аминокислотных 
последовательностей зрелых форм ферментов 



669компьютерный анализ структуры липаз бактерий pода Geobacillus

(не содержащих сигнальный пептид). Результат 
приведен на рис. 2. В целом отмечено наличие 
согласованных аминокислотных замен для 
липаз бактерий рода Geobacillus, в частности у 
мотивов 198-217 AEIE (V198A, Q203E, V204I,AEIE (V198A, Q203E, V204I, (V198A, Q203E, V204I,V198A, Q203E, V204I,198A, Q203E, V204I,A, Q203E, V204I,, Q203E, V204I, 
Q217E), 248-269 PTRKS (S248P, K252T, Q255R,PTRKS (S248P, K252T, Q255R, (S248P, K252T, Q255R, 
Q258K, A269S) и 294-343 IAASHGINT (V294I,IAASHGINT (V294I, (V294I, 
P306A, T307A, D312S, R313H, E316G, V324I, 
S334N, A343T) для липаз 4-й группы термо-
стабильности.

Для исследования связи выявленных отдель-
ных замен и мотивов с термостабильностью 
ферментов был проведен компьютерный анализ 
их аминокислотных последовательностей с 
использованием программного пакета «Web-Web-
ProAnalyst». Для анализа была взята ранее». Для анализа была взята ранее 
сформированная выборка из 19 аминокислот-
ных последовательностей липаз (см. рис. 2), 
в соответствие которым были поставлены их 
характеристические времена tt1/2 при 60 °С. 
Первоначально был проведен анализ значений 
параметра SADC, позволяющий выявить внут-SADC, позволяющий выявить внут-, позволяющий выявить внут-

ри аминокислотной последовательности белка 
сайты с достоверным уровнем корреляции 
физико-химических свойств и временем tt1/2 фер-
мента. Поиск был произведен для окна в 6 ами-
нокислотных остатков, и было выявлено, что 
максимальная достоверность (р �� 0,001–0,003)  
наблюдается для корреляции значений вре-
мени полуинактивации и гидрофильности 
α-спиралей для следующих позиций: 188–210  
(SADC��0,593),212–223(SADC��0,812),300–332SADC��0,593),212–223(SADC��0,812),300–332 �� 0,593), 212–223 (SADC �� 0,812), 300–332  
(SADC �� 0,695–0,868).SADC �� 0,695–0,868). �� 0,695–0,868). 

Далее с использованием программы WebPro-WebPro-
Analyst был проведен многофакторный диспер- был проведен многофакторный диспер-
сионный анализ внутригрупповой корреляции 
физико-химических свойств выявленных моти-
вов с высоким значением SADC, позволившийSADC, позволивший, позволивший 
рассчитать значения и определить уровень 
достоверности посредством множественной 
линейной регрессии для отдельных комбинаций 
параметров. Для анализа использовали значе-
ние ширины окна поиска в 20 аминокислотных 
остатков, а в качестве параметров использовали 

Рис. 1 филогенетический анализ аминокис-
лотных последовательностей липаз бактерий  
рода Geobacillus, использованных в работе.
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комбинацию двух факторов: свойства (заряд и 
полярность) и гидрофильного момента α-спи-
ралей. Результаты приведены в табл. 2. 

Компьютерный анализ показал, что в це-
лом наблюдается высокая степень корреляции 
двух параметров с гидрофильным моментом 
α-спирали: полярности аминокислотных ос-
татков и их заряда. Все полученные значения 
корреляции свойств имели высокий уровень 
достоверности (р �� 0,003), однако наиболее 
достоверные значения обоих параметров от-
мечены для района 321–340. Стоит отметить, 
что район 188–207, являющийся частью «lid»-lid»--
домена липаз, имеет уровень достоверности 
корреляции гидрофильного момента α-спирали 
и заряда/полярности несколько меньший, чем 
для других районов. 

С целью оценки связи физико-химических 
свойств выявленных согласованных амино-
кислотных замен и гидрофильного момента  
α-спирали был проведен аналогичный анализ 
для районов 198–218, 248–268, 294–335, кото-
рые по своему положению незначительно отли-
чались от районов, предсказанных программой. 
Результаты расчетов представлены в табл. 3.  

Как видно из приведенных данных, в целом 
значения уровня достоверности для данных 
районов также были высокими, однако чуть 
меньшими, чем для районов, предсказанных по 
значениям SACD. Для мотива 315–335 такжеSACD. Для мотива 315–335 также. Для мотива 315–335 также 
была предсказана наибольшая достоверность по 
корреляции гидрофильного момента α-спирали 
с зарядом (р �� 0,006) и полярностью (р �� 0,010) 
аминокислотных остатков. 

Таблица 2 
Многофакторный дисперсионный анализ внутригрупповой корреляции  

физико-химических свойств мотивов с высоким значением SADC  
посредством программы WebProAnalyst

фактор 1 фактор 2 Позиция R F P SACC

Гидрофильный  
момент  

α-спирали

Полярность

188–207 0,627 4,545 0,030 0,757
212–222 0,650 5,121 0,021 0,661
300–319 0,625 4,488 0,031 0,667
321–340 0,750 9,026 0,003 0,755

Заряд

188–207 0,589 3,718 0,051 0,757
212–222 0,661 5,432 0,018 0,661
300–319 0,620 4,362 0,034 0,667
321–340 0,755 9,253 0,003 0,755

Таблица 3 
Многофакторный дисперсионный анализ внутригрупповой корреляции  

физико-химических свойств районов консервативных замен  
термостабильных липаз бактерий рода Geobacillus посредством программы WebProAnalyst

фактор 1 фактор 2 Позиция R F P SACC

Гидрофильный  
момент  

α-спирали

Полярность

198–218 0,661 5,434 0,018 0,661
248–268 0,655 5,270 0,020 0,661
294–314 0,576 3,483 0,059 0,666
315–335 0,693 6,476 0,010 0,762

Заряд

198–218 0,661 5,434 0,018 0,661
248–268 0,661 5,433 0,018 0,661
294–314 0,577 3,501 0,059 0,666
315–335 0,720 7,536 0,006 0,762
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Для исследования структурных особенно-
стей ферментов было проведено построение 
трехмерной структуры термостабильных липаз 
Geobacillus. Моделирование трехмерной струк-
туры ферментов проводилось по гомологии с 
известными трехмерными PDB структурами 
липаз бактерий рода Geobacillus с учетом ге-
тероатомов – Zn2+ и Ca2+. Кроме того, следует 
отметить, что, по данным рентгеновской крис-
таллографии, липаза GSL L1 (PDB ID 1KU0)GSL L1 (PDB ID 1KU0) L1 (PDB ID 1KU0)L1 (PDB ID 1KU0)1 (PDB ID 1KU0)PDB ID 1KU0) ID 1KU0)ID 1KU0) 1KU0)KU0)0) 
представлена двумя цепями, поэтому получен-
ные модели ферментов также присутствовали 
в двух конформациях (обозначенных А и В1). 
Для остальных липаз таких различий не было 
обнаружено, и их конформация была обозна-
чена как B2.B2.2.

По результатам структурного выравнивания 
ферментов, показано отличие по положению 
атомов основной цепи ферментов не более чем 
на 0,5Å, что говорит об их высокой степени 
гомологии. Единственное значимое отличие 
в структуре липаз группы 1 от липаз группы 
4 было обнаружено в регионе 191–195 амино-
кислотного остатка и соответствует региону 
«lid»-домена, включающему α-спираль и приле-lid»-домена, включающему α-спираль и приле-»-домена, включающему α-спираль и приле-
жащему к ней району петли, структура которого 
приведена на рис. 3.

ОБСУЖДЕНИЕ

Липазы бактерий рода Geobacillus пред-
ставляют собой обширную группу ферментов, 
имеющих, тем не менее, различия в термоста-
бильности. В литературе описано достаточно 
данных о свойствах этих ферментов, однако 
полученные данные ранее не подвергались 
системному компьютерному анализу. В целом 
ранее было показано, что для липаз большое 
значение для термостабильности имеет «lid»-lid»--
домен (Chakravorty, 2011).hakravorty, 2011)., 2011). 

Проведенный филогенетический анализ ами-
нокислотных последовательностей не позволил 
определить четкую связь между термостабиль-
ностью и филогенетическим положением белка. 
Например, ферменты с высокой термостабиль-
ностью (Gsp-NTU и его варианты, относящиесяGsp-NTU и его варианты, относящиеся-NTU и его варианты, относящиесяNTU и его варианты, относящиеся и его варианты, относящиеся 
к 4-й группе термостабильности) имели высокую 
степень гомологии с GSL-L1, относящимся кGSL-L1, относящимся к-L1, относящимся кL1, относящимся к1, относящимся к 
группе 1, и т. д. Это может быть объяснено тем, 
что у липаз как у ферментов с высокой термо-

стабильностью незначительные изменения в 
аминокислотной последовательности приводят 
к значительным изменениям в структуре белка, 
что выражается в изменении его свойств. В том 
числе в этом случае происходит изменение ядер 
стабильности в структуре и потеря «жесткости», 
что приводит к значительному снижению термо-
стабильности фермента.

Проведенная в данной работе классифи-
кация исследуемых ферментов по группам 
термостабильности позволила выявить ряд 
замен, характерных для отдельных белков с 
характеристическими временами tt1/2. В целом 
у липаз 4-й группы, имеющих наибольшую тер-
мостабильность, было отмечено наличие двух 
мотивов с согласованными заменами (мотив 
AEIE в позициях 198–217 и мотив IAASHGINT в позициях 198–217 и мотив IAASHGINTIAASHGINT 
в позициях 294–343). Стоит отметить, что у 
липаз группы 1 данные замены не представ-
лены, у липаз 2-й и 3-й групп представлены 
лишь частично. Мотив IAASHGINT у липаз 4-йIAASHGINT у липаз 4-й у липаз 4-й 
группы также представлен лишь отчасти. У всех 
последовательностей также были выявлены 
отдельные аминокислотные замены с разной 
степенью гомологии внутри групп. 

Однако выявленные по данным множествен-
ного выравнивания согласованные аминокислот-
ные замены у группы 4 не дают представления об 
их вкладе во внутрибелковые физико-химические 
взаимодействия, поэтому далее был проведен 
статистический анализ взаимосвязи структуры 
и активности в соответствии с физико-химиче-
скими свойствами белков с использованием про-
граммы «WebProAnalyst». Наиболее достоверноеWebProAnalyst». Наиболее достоверное». Наиболее достоверное 
влияние на взаимосвязь структуры и термоста-
бильности (SADC > 0,5) оказывал гидрофильныйSADC > 0,5) оказывал гидрофильный > 0,5) оказывал гидрофильный 

Рис. 3. Различия в третичной структуре «lid»-доменаlid»-домена»-домена 
у липаз группы 1 и группы 4, по данным моделиро-
вания третичной структуры. 

а – липазы группы 1; б – липазы группы 4.
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момент α-спиралей. Таким образом, показано, 
что характер элементов вторичной структуры, 
а именно наличие α-спиралей с определенными 
физико-химическими характеристиками, вносит 
существенный вклад в термостабильность белка. 
Также стоит отметить, что мотив с позицией 
188–207 является частью «lid»-домена липазы,lid»-домена липазы,»-домена липазы, 
а остальные выявленные участки содержат вы-
явленные ранее согласованные консервативные 
замены в белках. 

Для определения влияния отдельных моти-
вов, содержащих отдельные аминокислотные 
замены, на термостабильность липаз был про-
веден многофакторный дисперсионный анализ 
внутригрупповой корреляции физико-химиче-
ских свойств выявленных мотивов с высоким 
значением SADC, а также консервативныхSADC, а также консервативных, а также консервативных 
мотивов, выявленных по данным множествен-
ного выравнивания аминокислотных последова-
тельностей. Показано, что все три выявленных 
консервативных района имеют высокий уровень 
корреляции между гидрофильным моментом 
α-спирали и полярностью и зарядом остатков. 
Наибольшее значение достоверности отмечено 
для района 315–335, включающего участок 
α16-спирали. Однако также был выявлен и 
высокий вклад в термостабильность фермен-
тов участка «lid»-домена (198–218), включа-lid»-домена (198–218), включа--домена (198–218), включа-
ющего α9-спираль. Последняя особенность 
соответствует ранее описанным в литературе 
данным (ChakravortyChakravorty et al alal., 2011). Для данного 
региона, по результатам моделирования тре-
тичной структуры, также было обнаружено, 
что у ферментов с заменами, характерными для 
липаз 4-й группы термостабильности (197А-
202E-203I-216E), происходит стабилизацияE-203I-216E), происходит стабилизация-203I-216E), происходит стабилизацияI-216E), происходит стабилизация-216E), происходит стабилизацияE), происходит стабилизация), происходит стабилизация 
«lid»-домена на уровне макроструктуры. Приlid»-домена на уровне макроструктуры. При»-домена на уровне макроструктуры. При 
этом в конформации А наблюдается появление 
дополнительного витка в α9-спирали «lid»-до-lid»-до-»-до-
мена и более компактная укладка петли в районе 
196–217. Несмотря на то что конформация В1 
практически не отличалась от конформации В2 
по своей структуре, для нее, тем не менее, было 
обнаружено наличие дополнительного солевого 
мостика 202E-109R для липаз группы 4, не фор-
мирующегося у прочих липаз, имеющих мотив 
197V-202Q-203V-216Q.V-202Q-203V-216Q.-202Q-203V-216Q.Q-203V-216Q.-203V-216Q.V-216Q.-216Q.Q..

Проведенное исследование позволило выя- 
вить два района согласованных замен у липаз 
бактерий рода Geobacillus, характерных для 

ферментов с большими временами полуинак-
тивации. Данные замены также входят в струк-
туру α-спиралей, чей гидрофильный момент с 
высоким уровнем достоверности коррелирует с 
зарядом и полярностью входящих в нее амино-
кислотных остатков. Помимо этого, свой вклад 
в термостабильность вносят отдельные струк-
турные особенности, в том числе происходит 
стабилизация «lid»-домена за счет компактнойlid»-домена за счет компактной»-домена за счет компактной 
укладки данного региона или появления допол-
нительного солевого мостика у наиболее тер-
мостабильных липаз. Таким образом, на термо-
стабильность липаз бактерий рода Geobacillus 
оказывает влияние комбинация ряда факторов, 
в том числе физико-химические характеристики 
отдельных мотивов и особенности структурной 
организации ферментов. 
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COMPUTER ANALYSIS OF THE STRUCTURES OF LIPASES  
FROM Geobacillus BACTERIA AND IDENTIFICATION  

OF MOTIFS DETERMINING THEIR THERMOSTABILITY
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Summary

Properties of thermostable lipases from Geobacillus bacteria are considered. The enzymes are divided into 
groups with regard to their thermostability. Coordinated amino acid substitutions are demonstrated in the 
highly thermostable group (half-inactivation time > 1000 min); V198A, Q203E, V204I, Q217E; and V294I, 
P306A, T307A, D312S, R313H, E316G, V324I, S334N, A343T. The hydrophilic moment of α helices, 
correlating with the charge and polarity of amino acid in the region, exerts the most significant influence 
on enzyme thermostability. Most thermostable lipases are characterized by structural stabilization of the 
lid domain in the 198А-217Е region. 
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