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АЛГОРИТМ ПОСТРОЕНИЯ ЭВОЛЮЦИОННЫХ ДРЕВ ФЕРМЕН
ТОВ НА ПРИМЕРЕ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ

И. М. ЗАРАФЯН, Г. П. КАЗАНЧЯН, К. С. ДАНИЕЛЯН, Ж. И. АКОПЯН

Разработан усовершенствованный метод построения филогенетических древ с уче
том первичных структур белков на всех этапах построения на примере пяти структур 
лактатдегидрогенезы. Алгоритм дает возможность находить участки конвергентных за
мен в процессе эволюции, а также учитывает замены функционально близких амино
кислот.
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В данной работе мы попытались разработать подход к изучению 
эволюции мономеров лактатдегидрогеназы (ЛДГ), одного из ключевых 
ферментов метаболизма в клетке. Структура молекул ЛДГ претерпева
ет небольшие изменения в процессе эволюции, особенно в области ак
тивного центра. Естественно, что в такой системе, где число допусти
мых мутаций сравнительно невелико, роль конвергентной эволюции в 
топологии филогенетического древа существенна. Нахождение участка 
•структур белков, в которых имеют место конвергентные замены, являет
ся трудной задачей, поскольку исследования проводятся только с их сов
ременными формами. Если построение дендрограмм условно разбить 
на три этапа—построение матрицы расстояний между современными 
формами белков, построение древа по данной матрице расстояний, выяв
ление вероятностной предковой структуры по топологии построенного 
древа—то можно заметить, что известные алгоритмы [1, 6, 7] обычно на 
втором этапе отвлекаются от первичных структур белков. Мы же рас
сматриваем такой подход к построению древа, при котором на всех эта
пах алгоритма учитывается первичная структура белков, в нашем слу
чае—пяти структур ЛДГ. Подобные исследования в совокупности с изу
чением вопроса о филогенетической близости различных семейств бел
ков помогут пролить свет на молекулярные основы эволюции в целом.

Исходя из построенной матрицы расстояний (рис. 1) на каждом ша
ге объединения структур белков проводится корректировка матрицы с 
учетом возможности параллельных или обратных замен. Выбирается 
минимальный элемент, соответствующий паре белков с наиболее сход
ными структурами, объединяющейся далее вершиной, соответствую
щей их предковой структуре. Пусть в (-той позиции объединяемой пары 
֊белков находятся аминокислоты А и В соответственно. Предполагая, 
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что в их предковой последовательности с равной вероятностью 1-тхю по 
зицию может занимать и та и другая аминокислота, для каждого слу 
чая последовательно рассмотрим ьтую позицию всех оставшихся Снл
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Рис. 1. ^11С֊ 2՜
Рис. 1. Матрица расстояний между пятью структурами Н-и М-мономеров 
ЛДГ. Расстояние между структурами белковых субъединиц представляет 
сумму минимальных мутационных расстояний между аминокислотами, на
ходящимися в гомологичных позициях белков. 1 —Н-субъединица ЛДГ 
цыпленка, 2—Н-субъединица ЛДГ свиньи, 3—М-субъедпница ЛД1 
свиньи, 4 — М-субъединица ЛДГ цыпленка, 5 — М-субъединпца ЛДГ

акулы
Рис. 2. Скорректированная матрица расстояний. Разность между элемента- 

. ми первой и второй строк постоянна и равна 4.
ков. Если эту позицию занимает аминокислота А, тогда реальное рас
стояние аминокислоты В до аминокислоты Хк каждого к-того белка из 
оставшихся будет не R։ (В, Хк), учтенное в матрице, а (В, А) 4՜ 
4֊ R,-(А, Хк). В данном случае число мутационных событий для 1-той 
позиции, не учтенное в матрице расстояний, равняется

2 (А, В) + R: (А, Х0 - R! (В, Хк)].
к=1

Если {-тую позицию занимает аминокислота В, то выражение приобре
тает следующий вид:

2 [R։ (А, В) 4- R։(В, Хк) — R։ (А, Хк)]. 
к-1

Исходя из принципа минимизации числа эволюционных событий 
[3], предковой последовательности приписывается та аминокислота, для 
которой вычисленная сумма меньше, а к элементам соответствующей 
строки матрицы прибавляется число неучтенных эволюционных собы
тий. Проделав аналогичную процедуру для всех гомологичных позиций, 
в которых различается объединяемая пара белков, получаем скорректи- 

956



рованиую матрицу для рассматриваемых структур ЛДГ (рис. 2). Раз
ность между элементами первой и второй строк матрицы, соответствую
щих объединяемым вершинам, постоянна для всех столбцов, относящих
ся к оставшимся белкам, что является признаком аддитивности поддре
ва. Далее вычисляем расстояние структур белков до найденной предко
вой структуры, после чего получаем матрицу, размерность которой на 
единицу меньше (рис. 3). Длины ребер Э) и аг от объединяемых вершин 
до их предковой вершины можно легко вычислить из системы уравнений:

[ а! + а2 = ш 
( ах — а2 = п, 

где т—расстояние между объединяемыми вершинами, п—постоянная 
разность между элементами строк этих вершин. Из рис. 2 видно, что на 
первом шаге объединения т = 44, а п=4, откуда а։=24, а а2 = 20.

Эти последовательные объединения порождают дендрограмму, при
веденную на рис. 4. Следует отметить, что на всех шагах построения сох
раняется признак аддитивности, т. е. построенное древо является адди-

Рис. 3. Матрица расстояний после первого шага алгоритма с объединенны
ми вершинами (1, 2).

Рис. 4. Дендрофамма пяти структур Н- и М-мономеров ЛДГ. 1—Н-субъ- 
единица ЛДГ цыпленка, 2—И-субъединица ЛДГ свиньи, З—М-субъедини- 
ца ЛДГ свиньи, 4—М-субъединица ЛДГ цыпленка, 5—М-субъедпница 

ЛДГ акулы.

тивпым. Сравнивая скорректированную матрицу с исходной, можно выя
вить участки конвергентных замен: так, если в первоначальной матрице 
структура М-мономера ЛДГ акулы была ближе к структуре М-мономе- 
ра ЛДГ свиньи, то после корректировки она стала ближе к структуре М- 
мономера ЛДГ цыпленка, что более соответствует общим представлени
ям об эволюции видов.
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Ранее нами было показано, что, когда в матрице расстояний имеет
ся множество элементов с одинаковыми или очень близкими значения
ми, большое влияние на топологию древа оказывает выбор минимально
го элемента [2]. Изначально мы выбирали те элементы, которые отра
жают замены функционально близких аминокислот, поскольку именно 
такие замены способствуют сохранению структур высшего порядка в 
процессе эволюции [5]. Следует отметить, что особое значение этот под
ход приобретает при работе с семантической частью молекулы, где доля 
замен по сравнению с полной структурой молекулы значительно мень
ше. Так, если в семантической части молекулы процент замен равен 
26, то по всей структуре—45. При этом, если по всей длине молекулы 
число функциональных и нефункциональных замен приблизительно оди
наково, то в семантической части ее превалируют замены функциональ-

Таблица
Число аминокислотных замен в структурах Н- и М-мономеров ЛДГ

В пределах объединяемых групп
Н- и М-мо- 
номеры по 

всей струк
туре

Н- и М-мо- 
номеры в 
семантиче
ской части 

молекул

Н -группа 
субъединиц

М-группа 
субъеди

ниц

Общее число замен 135 21 35 96
Из них функционально близких ами

нокислот 75 15 23 59
Число аминокислотных остатков 

рассматриваемой структуры 333 77 333 333

но близких аминокислот (столбец 2 в табл.). При рассмотрении нагруз
ки функциональных замен отдельно в группах Н- и М-субъединиц ЛДГ 
можно заметить, что в каждой группе процент функциональных замен 
равен 66 и 61 соответственно.

Таким образом, предложенный алгоритм позволяет строить филоге
нетическое древо с учетом первичных структур на всех этапах построе
ния. Принцип корректировки матрицы расстояний на каждом шаге ал
горитма дает возможность одновременно с построением древа вычис
лять длины ребер и выявлять вероятностную предковую структуру всех 
вершин древа. Нахождение возможных участков конвергентных замен 
также существенно для реального отображения эволюции рассматрива
емых белков.
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Մշակվա՛ծ է ֆիլոգենետիկական ծառի կա՛ռուցման կաւո՛արելագործված 
մեթոդ տուշվի ա ռն ելով կառուցման բոլոր էտապներում սպիտակուցների 
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ա ռա քն ա յին կաոուցվածքները' լա կտա տ դեհի դր ո գեն ա զի 5 կառուցվածքների 
օր ին ա կի վրա։

Ալգոոիթմը հնարավորություն է տալիս գտնելու էվոլյուցիայի պրոցե
սում կոնվերգենտային փ ո խա ր ին ումն ե ր ը, ինչպես նաև' Հաշվի է առնում 
ֆունկցիոնալ մոտ կանգնած ամինաթթուների փոխարինումները։

AN ALGORYTHM OF CONSTRUCTION OF ENZYME 
EVOLUTIONARY TREES ON THE MODEL 

OF LACTATEDEHYDROGENASE

J. M. ZARAPHIAN, О. P. KAZANCHIAN, K. S. DANIELIAN, Zh. I. AKOPIAN

An improved method of construction of philogenetic tree with re“ 
gard for protein primary structures on all the steps of construction on 
the model of 5 LDH structures has been worked out.'

Algorythm allows to find section of convergent substitutions in the 
evolution process and takes into account substitutions of functionally 
related aminoacids.
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