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Выяснено строение 76 триптических пептидов каталазы P. vitale. 63 пептида содержат 
неперекрывающиеся аминокислотные последовательности, включающие 584 остатка аминокис
лот. Это составляет 83 % длины полипептидной цепи, установленной с помощью рентгено-
структурного анализа [Ї]. 

Введение. Каталаза (КФ 1 .11 .1 .6 )—фермент , ка 
тализирующий деградацию перекиси водорода, об
наружена практически во всех микроорганизмах и 
тканях растительного и животного происхождения. 
Ряд уникальных каталитических и биологических 
свойств этого фермента объясняет не только науч
ный, но и практический интерес к структурно-фун
кциональным исследованиям каталаз . Модифика
ция каталаз с известными аминокислотными после
довательностями методами генной инженерии мо
жет дать положительные результаты не только для 
исследования не выясненного полностью механиз
ма действия каталазы, но и для изменения «про
текторных» и других биологических свойств ката
лаз , нашедших широкое применение в медицине 
[2] . 

Каталаза P. vitale по сравнению с другими 20 
каталазами с известными аминокислотными после
довательностями [3] представляет особый научный 
интерес. Только две из этих каталаз , P. vitale [1] 
и Escherichia coli [4 ], содержат соответственно 670 
и 753 остатка аминокислот, в то время как осталь
ные — около 500. Как показали рентгеноструктур-
ные исследования каталаз печени быка и P. vitale 
[1 ], последняя имеет дополнительный С-концевой 
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«флаводоксиноподобный» домен, содержащий око
ло 170 остатков, роль которого в каталазе P. vitale 
неясна. 

Исследование первичной структуры каталазы 
P. vitale проводили параллельно в Институте моле
кулярной биологии и генетики, Институте биохи
мии НАН Украины (химические исследования), 
Институте кристаллографии АН России и лабора
ториях м о л е к у л я р н о й биологии (Германия) и 
P u r d u e University (США) (рентгеноструктурный 
анализ) . Наиболее вероятная аминокислотная по
следовательность каталазы P. vitale, выясненная 
рентгеноструктурным анализом с разрешением 2 А, 
была опубликована в 1986 г. [1 ]. 

Нами опубликовано несколько работ по строе
нию триптических пептидов немодифицированной 
[5] и модифицированной по остаткам лизина [6] 
каталазы P. vitale, бромциановых фрагментов [7 ] и 
пептидов, полученных расщеплением каталазы 
протеиназой из Staphylococcus aureus V8 [8 ]. Одна
ко большая часть из опубликованных пептидов и 
фрагментов содержит нерасшифрованные амино
кислотные последовательности и неидентифициро-
ванные остатки амидов дикарбоновых аминокислот. 
Кроме того, опубликованные данные не содержат 
достаточного числа пептидов с перекрывающимися 
последовательностями («мостиковые» пептиды) , 
необходимых для реконструкции аминокислотной 

62 



последовательности полипептидной цепи каталазы. 
Мы продолжили исследование структуры пептидов 
всех перечисленных групп. В результате получены 
новые пептиды, раскрыты скобки, определены ами
ды дикарбоновых аминокислот и в нескольких 
местах внесены исправления в последовательности 
ранее опубликованных пептидов. Некоторые дан
ные в совокупности с ранее опубликованными по
зволили нам оформить окончательные результаты 
в виде серии из пяти статей под общим названием, 
посвященных строению триптических пептидов мо
дифицированной и немодифицированной каталазы, 
пептидов, полученных расщеплением каталазы 
протеиназой V8 и бромцианом. На основании всех 
этих данных в последней (пятой) статье описыва
ется реконструкция полной аминокислотной после
довательности полипептидной цепи каталазы Р. 
vitale и дается сравнение с аминокислотными по
следовательностями других каталаз . 

Настоящее сообщение посвящено выяснению 
строения триптических пептидов немодифициро
ванной каталазы P. vitale. Расщепление каталазы 
трипсином и методы получения индивидуальных 
пептидов описаны ранее [9, 10] . Способ получения 
новых пептидов мы не приводим в настоящем 
сообщении, поскольку он представлет собой заклю
чительный этап очистки высоковольтным электро
форезом известных ранее фракций или дополни
тельную очистку уже описанных пептидов [5] . 

Материалы и методы. Очистка каталазы, по
лучение апофермента, расщепление его трипсином 
и разделение пептидов описаны нами ранее [9— 
11 ]. В работе использовали химотрипсин («Spofa», 
Чехословакия) , термолизин («Serva»> Германия) , 
дансилхлорид («Serva»), бумагу FN 17 для высоко
вольтного электрофореза («Filtrak», Германия) , Ре 
активы отечественного производства квалификации 
х. ч. и ос. ч. применяли без очистки или с 
дополнительной очисткой по стандартным методи
кам. 

Расщепление пептидов химотрипсином и тер
молизином проводили в 0,2 н. бикарбонате аммо
ния, рН 8,0, при 37 °С в течение 4—6 ч. 

Окисление пептида осуществляли по методу 
Хирса [12] . 

Высоковольтный электрофорез на бумаге про
водили в электролитах с рН 6,5 и 1,9, как описано 
И З ] . 

N-концевую последовательность аминокислот
ных остатков определяли с помощью секвенатора 
890 С («Весктап», США) с последующей иденти
фикацией фснилтиогидантоин-производных амино
кислот в системе В Э Ж Х («Pharmacia», Швеция) 
либо ручным методом Эдмана [14] с идентифика-
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цией аминокислот в виде Dns-производных. N - K O H -
цевую аминокислоту в пептидах определяли Dns-
методом [15] . Dns-аминокислоты идентифицирова
ли на пластинках с полиамидом [16] . В некоторых 
случаях для раскрытия пирролидонкарбонового ко
льца N-концевого пирроглутамила в пептидах при
меняли методику, предложенную Мурановой [17] . 
Д л я предотвращения циклизации остатка глутами-
на в середине пептида при деградации использова
ли метод, описанный Винтер [18] . 

Аминокислотный состав определяли на анали
заторах аминокислот ВС-200 («Віосаі», Германия) 
и ААА-339 (Чехословакия) . Остатки глутаминовой, 
аспарагиновой аминокислот и их амидов идентифи
цировали в виде фенилтиогидантоин-производных 
по методу [19] или по подвижности пептида при 
высоковольтном электрофорезе при рН 6,5. Трип
тофан определяли реакцией Эрлиха [20 ]. 

Результаты и обсуждение . В таблице приведе
но строение всех триптических пептидов (Т) . В нее 
включены новые, дополненные и исправленные 
пептиды (обозначены подчеркиванием пройденных 
стадий деградации) , а также пептиды с установлен
ным ранее строением [5 ]. Некоторые пептиды тре
буют пояснения способа установления их строения, 
помимо деградации по Эдману с идентификацией 
N-концевых остатков Dns-методом. 

Пептиды Т1У Т23, Т36, Т47. Аминокислотный 
состав Т1 равен сумме аминокислотных составов 
пептидов TlJ и Т 1 2 с той лишь разницей, что 
сумма не содержит остатка аланина , но содержит 
дополнительный остаток аргинина. Мы полагаем, 
что препараты каталазы, получаемые нами из ку-
льтуральной среды промышленного производства 
[11] , были микрогетерогенны. По-видимому, пре
парат содержит полипептидные цепи с аминокис
лотными заменами в некоторых местах. Это обна
ружено нами при исследовании строения и других 
групп пептидов. В случае Т-пептидов, кроме Т 1 , — 
это пептиды Т 2 3 , Т29 , Т36 , Т47 . Исходя из выше
указанного предположения мы ввели следующие 
обозначения. Пептиды, отличающиеся между собой 
заменой одного остатка, обозначены индексом «а». 
Пептиды с перекрывающимися последовательно
стями указаны под одним и тем же номером. 
Пептиды, входящие в состав другого пептида с тем 
ж е номером, обозначены степенью. 

Пептид Т2. Последовательность этого пептида 
полностью определяли с помощью секвенатора 
аминокислот. Последовательность всех остальных 
пептидов, приведенных в этом сообщении, выясня
ли ручным методом. 

Пептиды ТЗ, ТИ. В пептиде Т З стадии дегра
дации 3—7 не подчеркнуты. Это означает, что на 
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Строение триптических пептидов катамзы P. vitale 

№ п/п Пептид Строение 



ИССЛЕДОВАНИЕ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ КАТАЛАЗЫ Р VITALE 

Продолжение таблицы 

N? п/п Пептид Строение 
Чис

ло ос
татков 

этих стадиях деградации N-кондевые остатки не 
определяли. Их определение возобновляли с 8-й 
стадии. Аминокислотную последовательность пеп
тида ТІ 1 выясняли аналогичным образом. Последо
вательность неподчеркнутых стадий установлена 
ранее [5 ] . 

Пептид Т5. В строение этого пептида внесена 
поправка. Его расщепляли химотрипсином. Высо
ковольтным электрофорезом выделены три пепти
да, определены их N-концевые остатки, состав или 
с т р о е н и е (Ch — х и м о т р и п т и ч е с к и е п е п т и д ы ) : 
Т 5 С Ы — His~(Asp, Glu 2 , P r o , G l y , He, L e u ) ; 
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Т5СН2 — Gly-Phe ; T 5 C h 3 — Asn-Arg-Pro-Pro-Arg. 
На основании этих данных в ранее установленное 
строение внесено изменение. 

Пептиды Т&', Г6 2 . Предпосылкой образования 
этих пептидов, по-видимому, могло послужить рас
щепление каталазы либо в процессе выделения, 
либо при хранении. Подобное явление хорошо 
известно для каталаз . Вероятно, эта точка расщеп
ления каталазы является наиболее чувствительной 
для действия протеаз, поскольку выход пептида Т6 
очень низок, в то время как выходы Т 6 1 и Т 6 2 

равны таковым специфических для трипсина пеп
тидов. 

Пептид Т10 расщепляли термолизином. С по
мощью высоковольтного электрофореза был выде
л е н С - к о н ц е в о й а р г и н и н с о д е р ж а щ и й п е п т и д 
T l O T h l . Его строение: I le-Ser-Ser-Glu-Arg. 

Пептид TI41. Вероятно, этот пептид образо
вался из каталазы с предварительно расщепленной 
связью Asn-Pro, что могло произойти во время ее 
обработки при удалении гема [1 ]. 

Пептид Т151. Этот пептид, скорее всего, обра
зовался таким же образом, что и пептиды Т6 и 
Т 6 2 . Однако можно предположить, что он возник 
вследствие расщепления связи Tyr-GIy при пере
варке каталазы трипсином, так как выход этого 
пептида очень низок в отличие от выходов пепти
дов Т 6 ! и Т 6 2 . Вообще нами практически не обна
ружено расщепления трипсином неспецифических 
для него связей. Крохме Т 6 1 , Т 6 2 и Т І 5 1 , обнаруже
ны еще три пептида — Т47 2 а , Т57 и Т н 2 - 1 . П о 
следнее было возможным только при исследовании 
триптических пептидов малеил-каталазы. 

Пептид Т25. Этот пептид отличается своим 
поведением при высоковольтном электрофорезе 
при рН 6,5. Так же, как и пептид Т 3 8 , он выделен 
из двух фракций. Но в отличие от Т38 , который 
при высоковольтном электрофорезе (рН 6,5) заря
жен положительно, пептид Т25 из обеих фракций 
после высоковольтного электрофореза обнаружива
ется среди нейтральных пептидов. По-видимому, 
остаток лизина в Т25 модифицирован, что и позво
лило разделить пептиды Т25 и Т38 в отличие, 
например, от пар пептидов Т45 , Т46 и Т48 , Т55 , 
строение которых пришлось устанавливать на сме
сях этих пар. Интересно отметить, что поведение 
при электрофорезе, аналогичное Т25 , было обнару
жено при исследовании триптического пептида 
Т т 2 из малсил-каталазы. После снятия защитных 
групп и расщепления пептида Т т 2 трипсином пеп
тиды Val-Ala-Lys и Leu-Ala-Lys были обнаружены 
при высоковольтном электрофорезе в положитель
но заряженной (мажорный выход) и нейтральной 
(минорный выход) фракциях . 

Пептид Т32. После расщепления химотрипси-
ном и разделения высоковольтным электрофорезом 
были выделены четыре пептида. Т 3 2 С Ы — Gln-
Val -Asp- (Thr 2 , Ser, Glu, Gly, Ala, Met 2 , Leu, P h e 2 ) ; 
T 3 2 C h 2 — A r g - P r o - T h r - S e r - A r g ; T 3 2 C h 3 — Gln-
Val-Asp-(Ser, Gly, Ala, Met 2 , Leu) ; T32Ch4 — Phe -
G l u - T h r - T h r - P h e . 

Пептиды Тн2-1. Ранее полученный пептид 
Тн2 [10] окисляли и разделяли высоковольтным 
электрофорезом. Были получены два пептида. Их 
аминокислотные составы: Тн2-1 — C y s S 0 3 H , Asp 2 , 
Ser, Glu„, Pro, Gly 2 , Ala, Val, He, Leu 2 , P h e 2 , 
T rp (+) , His, Arg и Т н 2 - і ' — Asp, Glu 4 , Pro , Gly 2 , 
Ala, Val, He, Leu 2 , P h e , T rp (+) , Arg. На этих 
пептидах проведены соответственно 8 и 10 стадий 
деградации по Эдману. Триптофан в N-концевой 
последовательности пептида Тн2-1 определен при 
исследовании секвенатором аминокислотной после
довательности триптического пептида T m l из ма
леил-каталазы. При сопоставлении аминокислот
ных составов Тн2-1 и TH2-1 1 видно, что второй 
пептид входит в первый, так как аминокислотный 
состав Тн2-1 равен сумме аминокислотного состава 
Т н 2 - 1 1 и состава N-концевой последовательности 
семи остатков Т н 2 - 1 . Очевидно, что пептид Т н 2 - 1 ! 

образовался в результате расщепления связи Тгр-
Gln. По-видимому, триптофан, определяемый ок
рашиванием ТН2-1 1 реактивом Эрлиха, представ
ляет собой второй остаток триптофана в Т н 2 - 1 , 
который вынесен в скобки в С-конце. Это предпо
ложение было подтверждено в дальнейшем при 
исследовании пептидов, полученных расщеплением 
каталазы протеиназой V8. 

Пептид ТнЗ. Состав: Asp 5 , Thr , Ser 3 , G l u n , 
Pro , G l y 3 , Ala, Val 2 , Met, I le 2 , Leu 5 , Tyr , P h e 3 , Arg 2 . 
После расщепления химотрипсином и разделения 
высоковольтным электрофорезом были получены 
семь пептидов. Т н З С Ы —- Aj-g-Glu-Arg; Т н З С И 2 — 
A s n - A s n - A s p - L e u ; Т н З С п З — S e r - M e t - S e r - P h e ; 
ТнЗС1і4 — V a l - A l a - G l u - A s n - L e u - P h c ; ТнЗСгИ 1 — 
Val-Ala-Glu-Asn; Т н З С Ь 5 — Phe-Glu -Se r - I l e -Glu -
Leu-Leu; ТнЗСЬб — Leu-Thr-Val -Gly-Asp-Glu-Glu-
(Ser, Glu 2 , He, Leu, Met) . Поскольку ТнЗ содержит 
один остаток метионина, то ясно, что этот остаток 
в пептидах ТнЗСЬЗ и ТнЗСпб общий. Очевидно, 
пептид Т н З С Ы занимает С-концевое положение в 
ТнЗ . Кроме того, исходя из содержания остатков 
серина, лейцина , фенилаланина и N-концевой по
следовательности ТнЗ , можно реконструировать из 
химотриптических пептидов Т н З С Ь З , Т н З С п 4 , 
ТнЗСп5 , ТнЗСпб внутренний фрагмент, входящий 
в скобку ТнЗ (таблица) : Val -Ala-Glu-Asn-Leu-Phe-
Glu-Ser-He-Glu-Leu-Leu-Thr-Val-Gly-Asp-Glu-Glu 
(Glu 2 , Не, Leu) -Ser -Met -Ser -Phe . Эта реконструк-
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ция подтверждается исследованием триптического 
пептида Тш9 и пептидов, полученных при расщеп
лении каталазы протеиназой V8. 

Таким образом, нами выделены из триптиче-
ской переварки немодифицированной каталазы 76 
пептидов, содержащих 703 остатка аминокислот. 
Из них 63 пептида содержат уникальные неперек
рывающиеся последовательности, насчитывающие 
в сумме 584 остатка. Это составляет 83 % длины 
полипептидной цепи белка, установленной соглас
но данным рентгеноструктурного анализа [1]. Из 
584 остатков 63 находятся в скобках. 

N. М. Гусак, Т. Л. Левітіна, М. Т. Бобровська, Л. В. Гудкова, 
Е. А. Козлов 

Вияснення первинної структури ката лази гриба РепісШіит 
vitale. 1. Триптичиі пептиди немодифікованої каталази 

Резюме 

Вияснено будову 76 триптичних пептидів каталази P. vitale. 
63 пептиди містять амінокислотні гюслідовності, які не 
перекриваються. Ці послідовності включають 584 залишки 
амінокислот. Це складає 83 % довжини поліпептид ного лан
цюга, яку виявлено за допомогою рентгеноструктурного ана
лізу. 

N. М. Gusak, Т. L. I^evitina, M. Т. Bobrovskaya, L. V. Gudkova, 
E. A. Kozlov 

Investigation of the primary structure of Penicillium vitale catalase. 
1. Tryptic peptides of nonmodified catalase 

Summary 

The amino acid sequence of 76 Penicillium vitale catalase tryptic 
peptides was determined. 63 peptides have non-overlapping amino 
acid sequences comprising 584 amino acid residues, which make up 
83 % of the polypeptide chain based on the X-ray analysis data [1]. 
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