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Методом моделирования по гомологии получена пространственная структу-

ра фрагмента $-амилазы колорадского жука. Амилазы колорадского жука и 

мучного хрущака имеют сходную конформацию активного центра и суще-

ственные различия физико-химических свойств образующих его аминокис-

лотных остатков. 
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Гидролитические ферменты являются важным компонентом взаимодействия фито-

фагов с растениями. Получение новых данных об их структуре и функциях способ-

ствует раскрытию молекулярных механизмов взаимодействий в экосистеме и разви-

тию экологически-безопасных подходов к сельскому хозяйству. Одним из опасных 

вредителей сельскохозяйственных культур является колорадский жук (Leptinotarsa de-

cemlineata Say.). К настоящему времени накоплено значительное количество инфор-

мации о структуре и свойствах его пищеварительных гидролаз, главным образом, 

протеаз; в то же время знания о многих ферментах, играющих роль во взаимодей-

ствии этого вредителя с растениями, остаются ограниченными. Целью данной работы 

было построение трехмерной структуры молекулы амилазы колорадского жука.  

Анализ биологических банков данных с помощью сервиса NCBI показал, что в настоя-

щее время для α-амилазы L. decemlineata известна последовательность N-концевого 

фрагмента длиной 300 аминокислотных остатков, содержащего все функционально-

важные участки, такие как центр связывания с субстратом и реакционный центр. Ин-

формация о пространственной структуре данного фермента в биологических банках 

данных отсутствует.  

Поиск похожих последовательностей с помощью сервиса NCBI BLAST показал, что 

наиболее близким гомологом с известной структурой является α-амилаза мучного 

хрущака Tenebrio molitor. Следует также отметить, что это единственная амилаза с из-

вестной пространственной структурой среди насекомых отряда Жесткокрылые.  

Амилаза T. molitor содержит 471 аминокислотный остаток. Локальное выравнивание с 

амилазой L. decemlineata показывает 69% идентичности аминокислотных остатков и 

содержит лишь один разрыв в области нерегулярной вторичной структуры (рис. 1).  
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Рис. 1. Парное выравнивание амилаз L. decemlineata и T. molitor, полученное в NCBI BLAST. 

 

Одним из широко используемых методов моделирования пространственной структу-

ры белков является метод сравнительного моделирования, или моделирования по го-

мологии. Данный метод позволяет предсказать пространственную структуру белка с 

известной последовательностью, опираясь на известную структуру гомологичного 

белка (т.е. белка с похожей последовательностью) [1, 2]. Нами были использованы два 

различных сервиса моделирования по гомологии – IntFOLD [3] и Modeller.  

В результате работы сервиса IntFOLD было получено 100 возможных моделей структу-

ры. Для последующего анализа были отобраны четыре модели, обладающие наивыс-

шими и при этом практически одинаковыми показателями качества (p=10-5). Сравне-

ние структур с помощью сервиса JSmol показало, что данные структуры практически 

не отличаются друг от друга: наибольшее расхождение в положении Сα-атомов состав-

ляет 1 Å. Поэтому для дальнейшей работы была использована одна, самая первая, мо-

дель.  

В результате работы сервиса MODELLER была получена единственная структура со 

значимым показателем качества модели (z-DOPE = -0.73).  

В качестве шаблонной структуры в сервисе IntFOLD нами была задана структура ами-

лазы T. molitor (PDB ID 1VIW), выбранная нами исходя из таксономической близости и 

сходства последовательностей. Сервис Modeller не позволяет задать произвольную 

структуру в качестве шаблона, поэтому в нем была использована другая структура, хо-

тя и принадлежащая тому же организму (PDB ID 1JAE). Сравнение моделей с шаблон-

ными структурами показало значительно более точное совпадение структур в случае 

сервиса IntFOLD (RMSD Cα-атомов 0.36 Å против 3.29 Å у Modeller).  
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Для оптимизации полученных структур использовали программу Gromacs. В результа-

те оптимизации моделей, полученных с помощью сервисов IntFOLD и Modeller, были 

получены две структуры с приблизительно одинаковыми значениями свободной энер-

гии, отличающиеся положением Cα-атомов на величину, сравнимую с разрешением 

шаблонных структур, как от исходных молекул, так и между собой.  

В то же время полученные структуры существенно различались по взаимному распо-

ложению остатков каталитического центра. При этом расположение остатков в струк-

туре, полученной с помощью сервиса Modeller, значительно точнее совпадало с их 

расположением в шаблонной структуре – амилазе T. molitor (RMSD 1.76 Å против 4.49 Å 

у IntFOLD), поэтому для дальнейшего анализа использовали именно ее.  

 

 

Рис. 2. Аминокислотные остатки активного центра амилазы L. decemlineata и T. molitor. Разли-

чающиеся остатки показаны в шаростержневой модели и подписаны.  

 

Расположение аминокислотных остатков и молекулярная поверхность активного цен-

тра в модели и шаблонной структуре были в целом одинаковыми. Тем не менее, выяв-

лены различия в составе аминокислотных остатков, формирующих функциональный 

центр амилаз L. decemlineata и T. molitor: так, остатки V96, H99 и G292 (нейтральные 

боковые цепи) амилазы мучного хрущака у колорадского жука оказываются заменены 

соответственно на L62, D65 и D258 (отрицательно заряженные боковые цепи). Данный 

факт, очевидно, должен приводить к различиям в функциональной активности и суб-

стратной и ингибиторной специфичности ферментов, а также, предположительно, 

различиям в их регуляции.  
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The spatial structure of the Colorado potato beetle $-amylase fragment was ob-

tained by homology modeling. Amylase of Colorado potato beetle and flour casta-

neum have similar conformation of the active site and essential differences of 

physico-chemical properties of its constituent amino acid residues. 
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