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Исследование первичной структуры каталазы 
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Из пептидов Т6, TJ2, Т29, ТЗО, Т32, Т44, Tm2, Ttnll, Tm28, Tm29, Tm35, ТтЗб, Tm39, SpJ, Sp2, 
Sp5, SpJ J, SpJ4, Sp26, Sp27, BrCN3—BrCNJ0, строение которых опубликовано ранее, рекоструи 
ровано три фрагмента каталазы P. vitale. В результате сравнения их строения с первичными 
структурами других каталаз эти три фрагмента выстроены в непрерывную полипептидную 
цепь, содержащую 696 остатков аминокислот. Сопоставляются первичные структуры 26 
каталаз из 23 организмов шести таксономических групп. Построена матрица степеней родства 
первичных структур сравниваемых каталаз. 

Настоящее сообщение цикла статей, посвященных 
выяснению полной аминокислотной последователь
ности каталазы гриба A vitale, включает описание; 
реконструкции полипептидной цепи фрагментов 
каталазы, проведенной на основании данных по 
строению пептидов, опубликованных в предыду
щих статьях [ 1 — 4 ] , а т а к ж е сравнение первичной 
структуры и выяснение степени гомологии 26 ката
лаз различного происхождения. 

Из набора пептидов [1—4] можно реконструи
ровать фрагменты полипептидной цени каталазы 
различными способами. Мы провели реконструк
цию, отбирая наиболее крупные пептиды: Т6 , Т12, 
Т29, Т30, Т32, Т44 [1] , T m l l , Тга28, Т т 2 9 , 
Т т З б , Т т 3 9 [21, Т т 2 , Тга35 [4] , S p l , Sp2, Sp5, 
S p l l , Sp l4 , Sp26, Sp27 [3] , BrCN3—BrCNIO [4] . 
Эти пептиды позволили реконструировать с опти
мальным перекрыванием три фрагмента полипеп
тидной цепи каталазы: 1—301, 302—468, 469—696. 
В первом фрагменте только в двух местах (99—101 
и 114—116) достигается перекрывание тремя остат-
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ками, а в положении 19—20 — двумя. В остальных 
местах перекрывание достигается большим числом 
остатков. Во втором фрагменте в положении 456 
пептиды перекрываются одним остатком, а в поло
жениях 419—420 и 423—424 — двумя. В третьем 
фрагменте только в положении 672—673 получено 
перекрывание двумя остатками. Надежность рекон
струкции трех фрагментов достигается сравнением 
их аминокислотных последовательностей с первич
ными структурами других каталаз . При этом три 
реконструируемых фрагмента соединяются встык, 
образуя непрерывную полипептидную цель, насчи
тывающую 696 остатков аминокислот. На рис. 1 
приведена реконструированная таким способом 
полная аминокислотная последовательность ката
лазы Я. vitale. В эту последовательность вписыва
ются все исследованные нами ранее [ 1 — 4 | пепти
ды. На N - к о н ц е к а т а л а з ы определен остаток 
треонина, что указано стрелкой. Вертикальная 
стрелка в положении 395—396 указывает наиболее 
уязвимую связь Phe-Ala, которая, как мы предпо
лагаем, расщепляется протеазами при выделении 
или хранении каталазы. Это предположение воз-
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Рис . 1. Схема реконструкции полипептидной цепи каталазы P. vitale 

никло в результате исследования строения пепти
дов, полученных расщеплением трипсином немоди-
фицированной [1 ] и модифицированной [2] ката
лаз и стафилококковой протеиназой V8 [3 ] . Остат
ки аминокислот, записанные в 36 положениях над 
основной аминокислотной последовательностью, 
отражают микрогетерогенность исследованных пре
паратов каталазы, продуцируемой грибом в усло
виях п р о м ы ш л е н н о г о производства фермента . 
Именно из культуральной среды промышленного 
производства выделяли и очищали для структур
ных исследований [5 ] образцы каталазы. Наличие 
микрогетерогенности было установлено при иссле
довании строения пептидов, полученных при рас
щеплении каталазы различными способами [1—3 ]. 

Выясненная нами аминокислотная последова
тельность каталазы P. vitale содержит на 26 остат
ков аминокислот больше, чем «наиболее вероят
ная» последовательность (670 остатков) по данным 
рентгеноструктурного анализа с разрешением 2 А 
[6 ]. Из сравнения аминокислотной последователь
ности, представленной на рис. 1, с рентгенострук-
турной последовательностью видно, что в послед
ней пропущено 38 остатков аминокислот и вставле
но 11. В 40 положениях рентгеноструктурной 
последовательности пары аминокислот располага
ются в обратном порядке («парные инверсии»), С 
учетом таких «парных инверсий» 33 % аминокис
лотных остатков рентгеноструктурной последова
тельности идентифицированы правильно, в то вре
мя как авторы [6] предполагали 50 % . Довольно 
большое различие объясняется трудностью иденти

фикации остатков при разрешении 2 А (около 
30 % остатков, обозначенных буквой А, неиденти-
фицировано авторами [6] ) . По их мнению, при 
таком разрешении трудно отличить такие пары 
остатков, как Asp и Asn, Glu и Gin, Val и Thr , Leu 
и Asp, Phe и His и др. [6 ]. Условно эти пары 
можно назвать «гомологичными по объему». При 
сравнении рентгеноструктурной последовательно
сти с последовательностью, выясненной нами, вид
но, что наиболее частые ошибки встречаются в 
следующих группах: Glu, Asp, Gin, Asn; Phe, His, 
Gin, Glu; Val, Thr , Ser; Leu, Asp, Asn; Leu, He, Val; 
Tyr , T rp , Phe ; Arg, Lys, Очевидно, эти группы 
можно рассматривать как группы «гомологичных 
по объему» аминокислотных остатков при рентге-
ноструктурном анализе аминокислотной последова
тельности с разрешением 2 А . Суммируя число 
правильно идентифицированных остатков (33 %) и 
«гомологичных», получим, действительно, как и 
предполагали авторы [6] , 50 % сходства рентгено
структурной аминокислотной последовательности 
каталазы A vitale с «химической» аминокислотной 
последовательностью. 

Сравнение первичных структур 26 каталаз из 
23 организмов шести таксономических групп при
ведено на рис. 2. Выясненная нами первичная 
структура каталазы P. vitale занимает на рисунке 
нижнюю строку. Аминокислотные последователь
ности каталаз Mn, Rn, Hs , Bp, Dm, Ps, Gh, At, lb, 
Os, Le, Zm, Bs, Lsa, Lse, Ec, Cl, Hp, Sea, Set взяты 
из работы [7 ], каталаз Z m l , Zm2 и Zm3 — из работ 
[8, 9 ] , каталаз Hi и Ma — из работ і 10 J и |11 | 
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соответственно. Аминокислотные последовательно
сти всех каталаз выведены из нуклеотидных после
довательностей, кроме каталазы Bp, первичная 
структура которой выяснена, как и у Pv, химиче
скими методами [12 J. Как видно из рис. 2, сравни
ваемые каталазы можно разделить на две группы: 
длинные каталазы Pv, Ma и Ее, содержащие 696, 
706 и 753 остатка аминокислот соответственно, и 
короткие, сдержащие около 500 остатков. Общая 
особенность длинных каталаз состоит в том, что их 
С-концевая последовательность на 160—200 остат
ков длиннее, чем коротких. Сравнительные рентге-
ноструктурные исследования [6] каталаз Pv и Bp 
показали, что каталаза Pv содержит дополнитель
ный С - к о н ц е з о й домен , по пространственной 
структуре подобный флаводоксину. Можно пола
гать, что и каталазы Ее и Ма также содержат 

дополнительный по сравнению с короткими катали
зами С-концевой «флаводоксиноподобный» домен, 
поскольку их С-концевая последовательность в той 
же мере, что и С-концевая последовательность Pv, 
длиннее, чем у Bp (на 184 и 187 остатков соответ
ственно для Ее и Ма и на 188 остатков для Pv). 

Мы подсчитали «степени родства» сравнивае
мых на рис. 2 каталаз , используя метод [13]. 
Матрица подсчитанных «степеней родства» приве
дена на р и с 3. «Степень родства» представляет 
собой процент «числа соответствий» от общего 
числа сравниваемых аминокислотных остатков. 
«Ч и с л о соответствий», в свою очередь, равно сумме 
идентичных и гомологичных остатков сравнивае 
мой пары белков. Гомологичные остатки были раз
биты на следующие группы: Val, Met, Не, Leu 
(гидрофобные); Phe , Туг, Тгр (ароматические); 
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Рис. 3. Матрица «степеней родства» первичных структур каталаз млекопитающих ( / ) , насекомого (2), растений (3)у бактерий (4), 
д р о ж ж е й О ) , гриба (6) 

Lys, Arg (основные); Asp, GIu (кислые); Asn, Gin 
(амиды); $ei\ T h r (оксиаминокислоты). 

Как видно из матрицы, «степень родства» ка
талаз колеблется в большом диапазоне—29—96 % • 
Очевидно, что каталазы не относятся к числу 
консервативных белков. Можно отметить некото
рые закономерности эволюции первичных структур 
каталаз . «Степени родства» каталаз внутри каждой 
таксономической группы выше, чем между группа
ми. Причем наибольшие наблюдаются внутри груп
пы животных (93—96 % ) , а наименьшие — у бак
терий (44—67 % ) , у растений — 61—92 % и у 
дрожжей — 46—72 %. Здесь видна некоторая кор
реляция между эволюцией первичных структур 
каталаз и организмов. Что касается «степени род
ства» между группами, то наибольшей она являет
ся у пяти групп (2—6) с группой каталаз животных 
(1), чем между собой. У каталазы Pv наибольшая 
«степень родства» наблюдается, как отмечено вы
ше, с каталазами животных (45—47 % ) , в то 
время как с каталазами других групп — 29—43 % 

Несмотря на эволюционную нестабильность 
первичной структуры каталаз , в полипептидной 
цепи можно выделить относительно консерватив
ный и вариабельный участки. Мы рассчитали «сте
пени родства» С-концевых участков и участка, 
отмеченного на рис. 2 кружочками, содержащего 
остатки His, Ser и Asn, входящие в активный центр 
каталазы Bp [14] (отмечены звездочкой на рис. 2). 
Величина сравниваемых участков равна длине до
полнительных С-концевых доменов длинных ката
лаз (180 остатков аминокислот) . «Степень родства» 
дополнительных С-концевых последовательностей 
длинных каталаз Pv, Ма и Ее лежит в пределах 
21—42 %. «Степени родства» С-концевых последо
вательностей такой же длины коротких каталаз и 
соответствующих им участков длинных каталаз 
лежат в тех же пределах. Однако «степень родства» 
участков, содержащиих активный центр, лежит в 
пределах 55—80 %. Можно полагать, что С-конце-
вые участки менее важны для основной функции 
каталаз . Однако, какова же роль дополнительного 
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С - к о н ц е в о г о «флаводоксиноподобного» домена 
длинных каталаз , если степень их родства низка , 
как и С-концевых участков коротких каталаз ' ? 

Здесь важно отметить, что «степень родства» фла -
водоксинов также невысока. Очевидно, для флаво-
доксинов родство структур высшего порядка важ
нее, чем первичных. В этом смысле интересно 
провести сравнительное исследование каталаз Pv, 
Ее и Ма рентгеноструктурным методом, как это 
сделано для каталаз Pv и Bp [6 ], 

Е. А. Козлов, Т. Л. Левіті на, М. Т. Бобровська, Л. В. Гудкова, 
М. Ф. Радом ський 

Вивчення первинної структуїзи катал ази Penicillium vitale. 
5. Реконструкцій поліпептид ного ланцюга та порівняння 
його з іншими каталазами 

Резюме 

На основі пептидів Т6, ТІ 2, Т29, ТЗО, 732, Т44, Tm2, TmJJ, 
Tm28, Tm29, Tm35, Tm36, Tm39, Spl, Sp2, Sp5, SpJJ, Spl4, 
Sp26, Sp27, BrCN3—BrCN 10 реконструйовано три фрагменти 
каталази P. vitale. В результаті порівняння амінокислотної 
послідовності цих фрагментів з первинною структурою інших 
каталаз побудовано безперервний поліпептидний ланцюг, який 
складається з 696 залишків амінокислот. Порівнюється пер
винна структура 26 каталаз з 23 організмів шести таксо
номічних груп. Побудовано матрицю «ступенів спорідненості» 
первинних структур досліджуваних каталаз. 

Е. A. Kozlov, Т. I., Levitina, M. Т. Bobrovskaya, L. V. Gudkova, 
N. F. Radomskij 

Investigation of the Penicillium vitale catalase primary structure. 
5. Reconstruction of the polyp?,ptide chain and comparison 
it with other catalases 

Summary 

Three fragments of P. vitale catalase. were reconstructed on the base 
of T6, TI2, T29, ТЗО, T32, T44, Tm2, TmJJ, Tm28, Tm29, 
Tm35, ТтЗО, Тт39, Spl, Sp2, Sp5, SpJJ, Spl4, Sp26t Sp27, 
BrCN3—BrCN 10 peptides. The peptides structure was published 
earlier. The uninterrupted polypeptide chain of P. vitale catalase was 
structured from these fragments by means of their comparison with 
the amino acid sequences of 26 other catalases. This reconstructed 
polypeptide chain comprises 696 amino acid residues. The primary 
structure of 26 catalases from 23 origins of 6 taxonomic groups is 
comparing. The ^degree of relatedness» matrix of catalases primary 
structure was constructed. 
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