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I

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальн1сть проблеми. Вивчення взаємозв'язку структури 1 функції 

ферментів е одним з найактуальніших напрямків у пізнанні хімічних ос­

нов життєдіяльності. Осноеою аналізу структурно-функціональних взаємо­

відносин є знання амінокислотної послідовності 1 просторової структури 

білка.

Дана робота являє собою дослідження, присвячене вивченню первин­

ної структури каталази гриба Pen1clIlium vltale (далі PVC).

Катэлаза (ЕС 1.11.1.6 К̂О̂: Н̂оксидоредуктаза) - фермент, який 

міститься у клітинах переважної більшості аеробних організмів 1 здійс­

нює розкладання перекису водню на воду 1 молекулярний кисень. Універ­

сальність 1 ефективність ферменту роблять його безумовно цікавим об'­

єктом, структурно-функціональне дослідження якого дозволить наблизити­

ся до розуміння механізму дії каталази, що бере участь в окислювально- 

відновлювальних реакціях організму.

Ка основі рентгеноструктурного аналізу (Vainshtein et al.,19S6) 

було встановлено просторову структуру молекули FVC, чо складається із 

чотирьох Ідентичних субодиниць; хід полі пептидного ланцюга; елементи 

вторинної структури та запропоновано модель організації активного 

центра 1 можливу амінокислотну послідовність PVC. Очевидно, що для 

глибшого розуміння молекулярного механізму дії цього ферменту, окрім 

просторової структури, необхідно також знання достовірної амінокислот­

ної послідовності.

У процесі реалізації основної функції каталаза поряд з іншими ок- 

сидоредуктазами (пероксидаза, супероксиддисмутаза) бере участь у за­

хисті організму від згубного впливу перекису водню та інших токсичних 

продуктів кисневого метоболізму. Протягом останніх років з'явилися 

перспективи різноманітного застосування препаратів каталази у широкому 

спектрі захворювань людини, а також у харчовій та хімічній промисло­

востях, що стимулює дослідження у напрямку спрямованої модифікації 

ферменту.

Мета та задачі дослідження. Метою даної роботи було з'ясування 

амінокислотної послідовності PVC хімічними методаші, виявлення її



структурних особливостей та встановлення еволюційних взаємовідносин 

між досліджуваною каталазою та каталазами Іншого походження.

В задачі даного дослідження входило:

1. Виділення та з'ясування будови триптичних пептидів модифікованої 

по залишках лізину малеїновим ангідридом 1 немодифікованої каталази.

2. Вивчення . Будови бромціанових пептидів.

3. Реконструкція полі пептидного ланцюга PVC на основі будови виділе­

них пептидів, а також порівняння їх з відомими первинними структу­

рами інших каталаз.

4. З'ясування езолюційних взаємовідносин PVC з іншими каталазами.

Наукова новизна роботи. Вперше встановлено будову ряду триптич­

них 1 бромціанових пептидів, які перекривають поліпептидний ланцюг 

PVC, що нараховує 697 амінокислотних залишків. Реконструйовано 1 лока­

лізовано шість ділянок поліпептидного ланцюга каталази, які містять 

557 амінокислотних залишків. З'ясовано еволюційні взаємовідносини для 

16 каталаз різних таксономічних груп організмів.

Практична цінність роботи. Стримані результати можуть бути основою 

вивчення молекулярного механізму дії каталаз 1 цілеспрямованої модифі­

кації ферменту методами генетичної інженерії. Результати дослідження 

можна використовувати також в курсах лекцій в учбових закладах.

Апробація матеріалів дисертації. Результати роботи доповідалися на 

У11 і YIII Всесоюзних симпозіумах по хімії білків 1 пептидів (Таллін, 

1987; Тбілісі, 1990); на школі-конференції "Структура 1 функція біопо- 

лімерів” (Львів, 1989).

По матеріалах дисертації опубліковано 5 статей, список яких наве­

дено в кінці автореферату.

Структура та об'єм роботи. Дисертація викладена на 92 сторінках 

машинописного тексту 1 складається Із вступу, огляду літератури, мате­

ріалів 1 методів, результатів та їх обговорення, заключения, висновків 

1. списку цитованої літератури. Огляд літератури містить дані щодо фі­

зіологічної ролі, фізико-хімічних 1 каталітичних властивостей, наяв-
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нооті ізоферментів, просторової структури, амінокислотних послідовнос­

тей каталаз. Список літератури налічує 125 джерел. Дисертація включав 

8 таблиць і 6 рисунків.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Препарати каталази люб'язно надані співробітниками Інституту 

біохімії АН України, У роботі використано наступні методи: модифікація 

білка за залишками лізину малеїновим ангідридом (Butler,Hartley,1972), 

хімічне розщеплення білка бромціаном (Gross, Wltkop, 1962) 1 частковим 

кислотним гідролізом, ферментативне розщеплення білка трипсином 1 хі- 

мотрипсином, модифікація білка малеїновим ангідридом. При розділенні 

сумішей пептидів використовували методи гель-фільтрування, зворотно- 

фазової високоефективної рідинної хроматографії (HPLC), екстракції 

органічними розчинниками, високовольтного електрофорезу і хроматогра- 

фіІ на папері. Застосовано також автоматичний та ручний методи секве- 

нування (Гусак та 1н., 197S), методи N-кінцевого і амінокислотного 

аналізів .

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ I IX ОБГОВОРЕННЯ

Раніше.в нашій лабораторії розпочало вивчення триптичних пептидів 

FVC (Гусак та 1н., 1989). Нами досліджено пептиди, отримані при роз­

щепленні трипсином малеїл-каталази (Тт), бромціанові пептиди (BrCN), а 

також продовжено аналіз триптичних пептидів (Т) немодифікованоІ ката­

лази.

Триптичні пептиди малеїл-каталази. Субодиниця каталази містить по 

ЗО амінокислотних залишків лізину і аргінину. При розщепленні трипси­

ном малеїнованої каталази теоретично слід очікувати отримання 31 пеп­

тида. В результаті розщеплення було одержано дві фракції - розчинних і 

нерозчинних пептидів. Обидві фракції розділяли за посередництвом ком­

бінацій різних методів. Схеми розділення цих фракцій представлені на 

рис.і і 2 (цифрами після операцій гель-фільтрування і HPLC позначе­
но номери піків; цифрами в графі "в/в електрофорез" - число отриманих
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Рис. і. Схема розділення розчинної фракції Тпі пептиді з

Гель-фі'гмрувзяня 

Toyopearl HW 50 

ііОБТОрНб

гель-фі льтрування 

Гель-фільтрування 

ТС'уоі'>"вг1 HV 40 

Зн і мання захисних 

груп

Екстракція 

HPLC

В/Б електрофорез 

1 хроматографі я 

на папері 

Пептиди Tin

і.N
І
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фракцій; "о"- осад; "н"- надо- 

садова рідина; підкреслено

фракції, які з подальшому не 

досліджували; в графі "пептиди 

Тт" зазначено номери пептидів, 

отриманих внаслідок розділен­

ня) .

На рис.З представлено резу­

льтати гель-фільтрузання роз­

чинних і нерозчинних пептидів.

В усіх фракціях пептидіз, 

отриманих внаслідок гель-філь- 

трування, знімали захисні ма- 

леїльні групи. У деяких випад­

ках при цьому одержували осади* 

які відділяли від надосадоЕої 

рідини. Отримані таким чином 

ЗО фракцій розділяли далі ме­

тодами екстракці ї органічними 

розчинниками, зворотно-фазової 

HPLC, високовольтного електро­

форезу .а хроматографії на па­

пері. Результати фракціонуван­

ня методом HPLC наведено на 

рис.4.

В результаті розділення отримано 210 фракцій, гомогенність яких 

контролювали M-кінцевим та амінокислотним аналізами, а декотрих - 

електрофорезом в ПААГ.

Внаслідок розділення одержано 48 індивідуальних пептидів, побудо­

ву яких з’ясовували ручним методом секвенування (до 10 стадій) 1 авто­

матичним секвенуванням. Великі пептиди додатково еубфрагмеитували 

трипсином 1 обмеженим кислотним гідролізом'(пептиди Tml і Тт2). Су5- 

фрагменти після розділення високовольтним електрофорезом 1 хроматогра­

фією на папері секвенували. Триптичні субфрагменти Тт пептидів не на­

годяться, а пептиди (А), отримані при обмеженому кислотному гідролізі, 

представлені в табл.1.

Гель-фільтрування, 

Toyopearl HW 50

Гель-фі льтрування, 

Toyopearl HW 40

Знімання захисних 

груп

HFLC

в/в електрофорез 

і хроматографія 

на папері

Пептиди Тт

Рис.2. Схема розділення нерозчинної 

фракції Тт пептидів
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Рис.З. Гель-фільтрування розчинних (а) 1 нерозчинних (С) пептидів

триптичного гідролізату малеїнованої каталази. Колонка: TSK

ТоуореаП НУ-БО, SxlOO см; ллшвнт: 0,2 М ИН НСО (з додаванням 

С М гуан)дикхлориду для фракції нерозчинних пептидів); об'єм 

фракції 3 мл; швидкість елюції 20 мл/год. Пунктиром позначено 

рехроматогррафію піка І.

Рис.4. KFLC фракції І-ІГ-2-0 (а); об'єднаних фракцій III-1-0, ІІІ-2-0, 

11-і-3-0 (б), представлених на рис.1, а також фракції 1-1-0, на­

веденої не рис.2 (в). Колонка: U’itrasphere С-18, 10x200 мм;

елюент: градієнт концентрації ацетон 1 трилу (5-80%) в 0,1" тг.иф- 

тороцтовий кислоті; швидкисть злюциї 2МЛ/ХВ.



Таблиця 1

Пептиди обмеженого кислотного гідролізу Тпіі 1 Тт2

- 7 -

На основі викладених даних здійснено реконструкцію лізин-вмісних 

Тт пептидів, наведених у табл.2. Е табл.2 1 надалі підкреслено пептиди 

з послідовностями, що перекриваються. Стрілками позначено число стадій 

деградації за Едманом.

Таблиця 2

. Будова триптичних пептидів малеїл-каталази

Пептид: БУДова

Tml,2А1 Val-AIa-Lvs

Tml,2А2 Val-Gly-Leu-Leu-Ala-Ser-Val-Asn-Lys-Pro-Ala-Ser-Ile-

Ala-Gln-Gly-Ala-Lys

Tnil,2A3 Pro-Ala-Ser-Ile-Ala-Gln-Gly-Ala-Lys

Tml,2А4 Vai-Gly-Leu-Leu-Ala-Ser-Val-Asn-Lys

TmlAS Leu-Ala-Lys

ТтІАЄ Leu-(Asp, Tl'.r, Glu 2, Pro, Gly, Ala, Val2 , I le, Leu, Phe) -Lys

TmlA7 Leu-Asp-Leu-GIy-Lys

Tml,2А8 Leu-Gln-Val-Vai-Ala-Ser-Ser-Sly-Asp

Tml,2A9 Ala-Fro-Lys-Pro-Asn-Ser-Asn-Tyr-Phe-Hls-(Asn,Thr,Gln,

Prov Gly)

Tml,2A10 Ala-Ile-Gly-Yal-Glu-Ala-Pro-Lys-Pro-Asn

Tml,2All Val-Ala-Lvs-Tyr-Asp

Tml,2A12 (5er,Thr,Gln,Pro,Gly2 )-Lys

Tml,2A13 Leu-Phe-Lys-Asp

ТШІА14 Leu-Asp-Leu-Gly-Lys-Phe

Tml,2A15 Ala-(Phe,Met)-Arg

Tml,2A16 Arg-Leu-Val-Ala-Gln-Gly-Asp

Tml,2A17 Arg

Пептид: Будова

1 : ...........  2 ----  ...

Tml Val-Ala-Lys-Ala-Пе-Gly-Val-Glu-Ala-Pro-Lys-Pro-Asn-Ser-Asn-Tyr- 

Phe-Hls-(Asn,Thr,Gln,Pro,,Gly)-(Hls,Thr,Ser,61yIAla1Ile,Phs)-Val-
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Ala-Lys-Tyr-Asp-(Thr,Ser,01n,Pro,Gly2)-Lys-Val-Gly-Leu-Leu-Ala-

Ser-Val-Asn-lys-Pro-Ala-Ser-Ile-Ala-Gln-Gly-Ala-Lys-Leu-Gln-Val-

Val-Ala-5er-Ser-Gly-Asp-(Ser,Glx2,Ala,Ile)-Leu-Phe-Lys-Asp-Ala-

Phe-Met-Arg-Leu-Val-Ala-Gln-Gly-Asp-(Thr,Glu,Pro,Val,lie,Leu,

Ph*)-Lys-Leu-Ala-Lys-Leu-Asp-Leu-Gly-Lys-Phe-Ser-Arg

Tm2 Val-Ala-Lys-Ala-Iie-Gly-Val-Glu-Ala-Prq-Lys-Fro-Asn-Ser-Asn-Tyr-

Phe-H13-(Asn,Thr,Gln,Pro2,Gly)-(His,Thr,3er,Gly,Ala,Ile,Fhe)-Val-

Ala-Lys-Tyr-Asp-(Thr,Ser,Gln,Fro,Gly2)-Lys-Val-Gly-Leu-Leu-Ala-

Ser-Val-Asn-Lys-Pro-Ala-Ser-Ile-Ala-Gln-Gly-Ala-Lys-Leu-Gln-Val-

Val-Ala-Ser-Ser-Gly-Asp-(Ser,Glxz,Ala,Ile)-Leu-Ph$-Lys-Asp-Ala-

Phe-Met-Ai „•

Tm3 Glv-Ser-Pro-Lys-AIa-T'/r-Ser-Asn-Thr-Glu-Pro-Asn-Lys

Тш4 Gly-5er-A3p-Leu-Ala-Gln-Gly-Ser-Gln-Ile-Ser-Ser-Gln-Arg

Tm5 Gly-Thr-Gly-Ala-Hls-Gly-Thr-Phe-Leu-Ser-Tyr-Gly-Asp-Trp-Ser-Asn-

Leu-fi:ir-Ala-Ala-St‘r-Phe-Leu-Ser-Ala:Glu-Gly-Lys-Gln-Thr-Pro-Ser-

PhT-Thr-Lys-Phe-Seг-Thr-Val-Ser-Gly-Ala-Aгg,

TmS Gly-Val-Asp-Phe-Thr-Glu-Asp-Pro-Leu-Leu-Glri-Gly-Arg

Tm7 Phe-Ala-Val-Asp-Gln

ІІИО G1 у - Phe -Phe - Thr-Ala - Pro-G 1 u - Arg

Tm9 Leu-Val-Thr-Asp-Asn-Gly-Lys

TmlO Phe-Pro'-Glu[-Gln-Gly-Pro-Glu-L6u-Gly-Val-Glu-Asp-Leu-Phe-(Asxl|. 

Thr.Serj.GlXg.Gly.Ala.Val.Met, ILe^, Leu,Tyr,Phe)-Arg

Tml4 PM-Glu-Leu-i.iet-Gln- (Asx,Glxf|,Gly,Val,, Ile^,Leu)-Arg

Tml5 Phe-Asn-Thr-Eer-GlnWal -Lys

Tml7 Gln-Lys-Ile-Gln-Arg

Tml8 Lys-Phe-Leu-Asp-Arg

Tin 19 Thr-Ala-Ser-Gly-Lys-Leu-Gln-Arg

TnffiO Ser-Ser-Val-Val-Arg

Tm21

Їш22

Glu-Arg

Glv-Ser-Ala-Asp-Thr-Ala-Arg

Tm23 Ile-Ser-Asp-Asn-Leu-Thr-Ala-Arg

T.t.24 Asp-Gly-A]a-Gly-Glu-Met- (Азх, Pro^, 11 e, Leu)-Phe

TmSS Aso-Gly-Ala-Gly-Glu-Met

T;»26 Phe-Pro-Glu-Gln-Glv-Pro-Glu-Leu-Gly-Val-Glu-Asp-Leu-Phe-fAsx^,
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7hr,Ser3 ,Glx6)Sly#Ala,Val)Met, Ile2,Leu,7yr,Phe)-Ax4jt-Slu-Leu-Ar(f
Tm27 Аіа-Рго- I) s-Asn-AsD-Asn-Artf

Тш28 Hls-Gly-Pro-Asn-Ile-Gln-Gln-Leu-Gly-Fhe-Asn-Arg-Prc-Pro-Ai'g

Tm29 РЬе-Азр-бІц-нТз-Агй

7m31 Ala-Ser-Phe-Val-Glu-Thr-Gln-Glu-7rp-Gly-Ala-Lys

Tm32 Asp-Gly-Aia-Gly-Glu-Met-CAsx.Pro^,Ile,Leu)-Phe-Ala-5er-Phe-Val-

Glu-7hr-Gin-Glu-Trp-Gly-Ala-Lys

Tnv34 Phe-Hls-7rp-7yr-Asp-Leu-Gln-Gly-(Ser,Glu ,Pro,Ala,Val,Ile,Leu2,

7rp)-Arg

7ni35 Phe-Asn-7hr-Ser-Gln-Vai-Thr-Lys-Ser-Ser-Val-Val-Arg

Tm36 Val-Prq-Glu-Arg

Tri38 Phe-Gly-Fhe-Asp-Leu-Pro-Leu-Asp-Thr-Lys

Tm41 Phf?-7yr-Val-Asp-Glu-Gly-Asn-Fhe-A3p-Ile-Val-Gly-Asn-Asn-Ile-Pro-

VaI-Fhe-Pbe-Ile-Trp-Asp-(Thr,Glx,Ala^, Val,Met, Ile.,,Leu,Hls)-Lys-

Gln-(Asp,Pro2,Leu)-Arg

7m42 Ala-Val-Ala-Asp-Fhe-Arg

Tm43 Phe-Leu-Asp-Arg

7l'ii44 Asp-Vai-His-Gly-Fhe-Ala-7hr-Arg

7m45 Ala-Val~HIs-Ala-Arg

Tm46 Asn-Asp-Asp-Asn-Val-Thr-His-Ala-Arg

7m47 Gly-Ala-Thr-Leu-Leu-Gin-(Asxz , 7hr,Glx,Ile,Leu2 ,Phe)-Phe-Ala-Phe-

Asp-Arg

Tiii48 Phe-Ser-Arg

Tm49 Thr-Phe-Arg

Tm50 Ala-Phe-Asp-Arg

Tnt51 Leu-Phe-Ser-7yr-Leu-Asp-Thr-Gln-Leu-Asn-Arg

Tmo2 Met-Gln-(As x 5 , 7hr,Ser2 ,Glx3,Gly^,Ala5, Val ,Leu, 7yr,Piie^)-Lys-Arg

7ni53 Leu-Val~7hr-Asp-Asn-Gly-Lys-7hr-Lys-Leu-Val-Lys-Phe-Hls-Trp-Tyr-

Asp-Leu-61n-Gly-(Ser,Glx^,Pro,Ala,Val,Ile,Leu^,Trp)-Arg

7m54 Gly-Asp-Phe-Arg

7m55 Leu-Val-Ala-Glu-Gly-Asp-CGlu.Thr.PrOjVal,Ile,Leu,Phe)-Lys

7m56 Leu-Gln-Val-Val-Ala-Ser-5er-Asp-(5er,Slu,Gln,Ala,Ile)-Leu-Fhe-

Lys-Asp-Ala-Phe-Met-Arg

Tm57 Gln-Asn-Ser-Ser-Asn-Pro-Thr-Arg



Таким чином, нами встановлено будову 48 пептидіё, що нарахову­

ють 719 залишків амінокислот. У тому числі 34 пептиди з послідовностя­

ми, що не перекриваються, включають 572 залишки амінокислот.

Триптичні пептиди немодифікованої каталази. В цьому розділі вик­

ладено дані, які доповнюють, або уточнюють наведену раніше структуру 

триптичних пептидів (Гусак та Ін.,1989).

Високовольтним електрофорезом 1 хроматографією на папері нами бу­

ло виділено 24 триптичних пептиди. їх побудову представлено у табл.З.

Таблиця З

Будова триптичних пептидів немодифікованої каталази
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Пептид Будова

1 9

Т2 Gly-Thr-Gly-Ala-(Asx_,Thr._,3er ,Glx,Gly .Ala .LeU .Tyr.Fhe ,Тгр 
— -r -- w  -- у--- r 2. 4 3 3 3 Z*
His)-Lys

Т4 Ala-1le-Gly-Val-Glu-(Asx^, Thr^,Ser^,Glx,Pro^.Gly^,Ala^,Val, Ile,
Tyr, Phe z, Lys, HI sa)-Lys

75 His-Gly-Pro-Asn-(Asx,Glx .Pro^.Gly,lie,Leu,Phe,Arg)-Arg
Тб Asp-Sly-Ala-Gly-Qlu-Met-(A3X,Proi,Ile,Leu,Phe)-Ala-Ser-Phe-Val- 

Glu-Thr-Gln-Glu-Trp-Gly-Ala-Lys

Т15 Ala-Ser-Phe-v'al-Glu-Thr-Gln-Glu-Trp-Gly-Ala-Lya

Т16 Gin-Thr-Pro-Ser-Phe-Thr-Lys
Т17 Gly-Pro’-Ser-(Thr,Gly,Ala^,Leu)-Arg

Т21 Gly-Val-Ala-Leu-Gly-Lys

Т23
ТЗб

Gin-Giy-Leu-Glu-Gly-Lys
Gln-Val-Leu-Asn-Ser-(Gly,Ala,Met)-Met-(Thri,GluJPhe)-R*ie-(Arg, 

Thr,Ser,Pro)-Arg '

Т41 Leu-Val-Thr-Asp-Asn-Gly-Lys
Т52 Phe’-Ser-Arg’
Т53 Phe-(Hls,Pro,Leu)-Arg

Т54 Phe-Ser-Hls-Trp-Lys
Т55 Gln-Gln-Gln-Lys-Lys
Т56 Ala-(Gin ,Glu,Gly,Ala,Phe)-Lys

Т57 Tyr-Asp-(Thr,Ser,Gln,Fro,Gly )-Lys
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Пептид T35 додатково субфрагментували хімотрипеииом. Отримано два 

пептиди: ТЗбСМ - Asn-(3*r,61y,Ala,Wet)-Met ! T36Ch2 - Glr>-(Asn,Thr , 

Ser,Glu,Gly,Ala,Val,Ile,Leu,Phe)-Phe, ка основі яких реконструйовано 

ТЗб.

Пептиди, наведені у табл.З, нараховують 312 амінокислотних залчш- 

к1в. 23 пептиди з послідовностями, що не перекриваються між собою, 

містять 308 амінокислотних залишків.

Бромціанові пептиди. Розділення Оромціанових пептидів здійснено 

нами раніше (Левітіка та 1h .,1SS9). Б нашій роботі досліджено п'ять 

індивідуальних пептидів, будову яких наведено в табл.4.

Таблиця 4

. .Будова бромціанових пептидів PVC

Пептид Будова

1 p

BrCNl Asp-Val-Ile-Ile-Glu-Thr-Leu-HSer
BrCNB Phe-Gln-Frd-Gly-Hls-Ile-Val-Arg-Gly-Val-Asp-Fhe-Thr-Giu-Asp-Pro-

L^U-Leu-Gln-Gly-Arg-Leu-Phe-Ser-Tv7-Leu-Asp-Thf-31n-Leu-Asn-Ar-g-
Hls-Gly-Pro-Asn-Ile-Gln-Gln-Leu-Gly-Phe-Asn-Arg-Fro-Pro-Arg-Ala-

j . р

Т59 Phe-Gly-Lys

Т60 Thr-Fhe-Arg

Тбі Phe-(Ask ,G1 x^.,Gly (Val z,Met, 11 e , Leu jj)- Arg

ТоЗ Lys-Phe-Gly-Val-Asn-Gly-Fhe-Val-Hls-Thr-Arg

Т64 Asn-Asn-Lys

Т55 Asn-Asn-Lys-Arg

Тоб Arg

Тні Asn-(Asx,Glx ,Pro,Gly ,Ala,ValMet ,,!le ,Leu,Phe ,Hls)-Arg

Тн2 Phe-(Asx,Ser,Gix.,Pro,Gly,Ala,Val,lie,Leu,,Tyr,Trp,,H1s)-Arg

ТнЗ Phe-Pro-Gl i j -Gln-(Asx5,Thr,Ser^, Gl x л.FrOjGly^.Ala.Val^.Met,Ile^,
Leu ,Tyr,Phe z, Arg)-Arg
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Пептиди BrCN'6 1 BrCN7 отримано в суміші (BrCN’5,7) у співвідношен­

ні 6:1. На суміші BrCNS-,7 пройдено 32 стадії деградації за Едмаиом. 

Суміш також розпі.еплювали трипсином, хімотрипсином. удову триптичних 

і хімотриптичних субфрагментів представлено в табл.5.

Таблиця б

Триптичні і хімотриптичні субфрагменти суміші BrCN6,7

1 . . : ......... - .- ...... -...... 2

Pro-Ile-Hls-Asn-Asp-Asn-Arg-Asp-Gly-Ala-Gly-Glu-HSer 

BrCN7 Gln-Val-Ala-Asn-Ala-Asn-Ser-Val-Asp-Glu-Gly-Gln-Ala-Asn-Ser-Asp- 

Glu-(Thr,Gly,Ala^,Val,Leu,Tyr,Phe )-Lys-Arg-Val-Ala-Lys-Ala- 

П e-fily-Val-Glu-Ala-Pro-Lys-Fro-Asn-Ser-Asn-Tyr-Phe-Hі s-(Asn, 

Thr.Gln^ro^GlyJ-CHls.Thr.Ser.GlVjAla, Ile,Phe)-Val-Ala-Lys-Tyr- 

Asp-(Thr,Ser,Gin,Pro, Gly^) -Lys-Val-Gly-Leu-Leu-Ala-Ser-Val-Asn- 

Lys-Pro-Ala-Ser-Ile-Ala-Gln-Gly-Ala-Lys-Leu-Gln-Val-Val-Ala-Ser- 

3er-Gly-Asp-(3er(Glu,Gln,Ala,Ile)-Leu-Phe-Lys-Asp-Ala-Phe-HSer 

3rCS»8 Gln-Asp-Gly-Val-(Val, Ile)~01u_(flliĉ  , I’ejL^u'i-Arg-Phe-Gly-Phe- 

Asp-Leu-Pro-Leu-Asp-Thr-Lys-Gln-Val-Leu-Asn-Ser-Ala-KSer 

3rCM9 Leu-Phe-Asp-Glu-Val-Ile-Gly-Ala-HSer

Пептид : . Вудова

і.... .............. ...... ?. . ......... ................. .

BrCN6Tl Fhe-Gln-Pro-Gly-HIs-lie-Val-Arg

BrCh'STS Gly-Val-Asp-Fhe-Thr-Glu-Asp-Fro-Leu-Leu-Gin-Gly-Arg

BrCN!573 Leu-Fhe-Ser-Tyr-Leu-Asp-Thr-Gln-Leu-Asn-Arg

BrCN5T4 Hls-Gly-Fro-Asn-Ile-Gln-Gln-Leu-Gly-Phe-Asn-Arg-Pro-Pro-Arg

BrCM6T5 Ala-Pro-11e-Hi s-Asn-Asp-Asn-Arg

SrCh’576 Asp-Gly-Ala-Gly-Glu-KSer

BrCN7T7 Val-Ala-Lys

BrCK7T8 Tyr-Asp-(Thr,3er,Gin,Pro,Gly^}-Lys

BrCN7T9 LftU-Rln-(Asx,Ser3 ,Slx^, Gly,Ala ,Va1 ,11e ,Leu,Phe)-Lys

BrCNSChl Ser-Tyr-Leu-Asp-Thr-Gln-Leu

BrCN6Cn2 Asn-Arg-Hls-Gly-Fro-Asn-Ile-Gln-Gln-Leu-Gly-Phe
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BrCN6Ch3 Asn-Arg-Pro-Pro-Arg-Ala-Pro-Ile-Hls

BrCH6Ch4 Asn-Asp-Asn-Arg-Asp-Gly-Ala-Gly-Glu-HSer

BrCK6Ch6 Gly-Phe-Asn-Arg-Pro-Pro-Arg-Ala-Pro-Ile-Hls
BrQN7Ch6 Ser-Val-Asn-Glu-(Gin,Gly,Ala)-Asn

На основі співвідношення пептидів ВгСЯб 1 ErCN'7 у суміші розрахо­

вано їх амінокислотний склад та Ідентифіковано їх субфрагменти. Для 

реконструкції БгСН7 залучено пептиди Tml, 7ш2, Тт52. Було такс;* вико­

ристано пептиди, отримані нами при розщепленні каталази стафілококозою 

протеазою: Sp26 - Gly-Gln-Ala-Asn-Ser-Asp-Glu; SpSO - Ala-Asn-Ser-Val- 

Asn-Glu; Sp39 - Ser-Asp; Sp40 - Gln-Val-Asn-Ala-Asn.

Пептид BrCN8 розщеплювали трипсином.Одержано два пептиди: ВгСКЄТІ- 

Phe-(Aspз,Thr,Ser,Glu,Pro,Gly,Ala,Val,Leu,,Phe^)-HSer 1 ErCN8T2 - Gln- 

(Ser,Asp,Ala,Val,Leu)-HSer. Для його реконструкції притягнуто пептид 

Т36 (табл.З), а також Т31 - Phe-Gly-Fhe-Asp-Leu-Pro-Leu-Asp-Thr-Lys 1 

Spl3 - Gly-Val-(Glx^, Ile,Leu)-Arg-Phe-Gly-Phe-Asp-Leu-Pro-Leu-Asp-Thr- 

Lys-Gln-Val-Leu-Asn-Ser-Ala-Met-Glu.

Наведені у табл.4 бромціанові пептиди містять 218 амінокислотних 

залишків.

Реконструкція полі пептидного ланцюга PVC. Для реконструкцій полі- 

пептидного ланцюга PYC ми визначили N-кІнцевий амінокислотний залишок- 

Thr. На цій основі ми вважаємо, що на N-кІнцІ розміщується пептид TnilS 

(табл.2). Ми вважаємо, що C-кінцевим пептидом є Тт7 (табл.2), тому що 

він е неспецифічним для трипсина і виділяється з великим виходом.

Порівнюючи побудову пептидів, наведених у табл.2-4, між собою та 

з відомими амінокислотними послідовностями 15 каталаз, а також з мож­

ливою ("рентгеноструктурною") амінокислотною послідовністю досліджува­

ної нами PVC, ми реконструювали 1 локалізували ще чотири ділянки полі- 

пептидного ланцюга FVC. У підсумку шість ділянок нараховують 557 амі­

нокислотних залишків. Із досліджених нами в даній роботі 1 раніше (Гу­

сак та ін.,1989) триптичних пептидів амінокислотні послідовності 21 

пептида не перекриваються між собою і з амінокислотним;: послідоьностя-



ми локалізованих ділянок. Ці пептиди містять 140 залишків амінокислот 

(таОл.6).
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Таблиця 6

Триптичні пептиди, додаткові до реконструйованих ділянок

Пептид: . Будова

ТтЗ Gly-Ser-Fro-Lys-Ala-Tyr-Ser-Asn-Thr-■Glu-Fro-Asn-Lys

ІП'4 Gly-Ser-Asp-Leu-Ala-Gln-Gly-Ser-Gln-■ I le-Ser-Ser-Gln-Arg

Тії 17 Gln-Lys-I1e-Gln-Arg

TrolS Lys-Fhe-Leu-Asp-Arg

Тіг,23 Ile-Ser-Msp-Asn-Leu-Thr-Ala-Arg

ТгіїЗЄ Phe-Asn-Thr-Ser-Gln-Val-Lys-Ser-Ser-■Val-Val-Arg

TmR4 Gly-Asp-Phe-Arg

Trr.57 Gln-Asn-Ser-Ser-Asn-Pro-Thr-Arg

Т7 Gln-(Asn,7hr,Gln,Gly,Ala,Val)-Lys

712 Glu-Val-Thr-Gln-Gly-1le- (Prc^,Val ,,Ile.Leu .)-Lys

Т13 Asp-Ile-Lys

7£1 Giy-Val-Ala-Leu-Gly-Lys

723 Gln-Gly-Leu-Glu-Gly-Lys

725 Gly-Leu-Gln-Gly-Lys

728 7hr-Pro-Lys

740 Gin-(Asn,Met,Leu)-Arg

і d3 Phe-(H1 з,Pro,Leu)-Arg

756 Ala-(Gin g,Glu,Gly,Ala,Phe)-Lys

і о9 Fhe-Gly-Lys

765 Asn-Asn-Lys-Arg

766 Arg

Таким чином, поліпептидний ланцюг включає 697 амінокислотних за­

лишків. Це на 27 залишків перевищу© довжину полі пептидного ланцюга за 

даними рентгеноструктурного аналізу. В ділянках "рентгеноструктурноІ" 

послідовності PVC, що відповідають локалізованим нами ділянкам, авто­

рами (Vainshtein et al., 1986) ідентифіковано 433 амінокислотних за-



лишки (77 %). Виходячи з наших даних випливає, що рентгеноструктурним 

методом вірно ідентифіковано 200 амінокислотних залишків (46 X).

Нижча наведено порівняння ділянок PVC з амінокислотними послідов­

ностями каталаз НРІІ Escherichia coll (ЕСС) та печінки Сика (BLC):

-  —  - п —

BLC ADNRDPASDQMKH'a’KEQRAAQKPDVLTTGGGNFVGDKLNS LTVGP RGFLLVQ 52

PVC TA3GKLQR GPS(LGAAT)RGATLLQ

ECC ...LKAPDTRNEKLNSLEDVRK3SENYALTTNQGVRIADDQNS LRAG3 RuPTLLE 106

-15-

-**--*** — - ---*- —  - - - * * - — - -

DVVFTDEM AHFDRERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITRYSKAKVFEHIGKRTFIAVRFSTV 115 

(DLLFTEDI)FAFDRERVPERAVHARGTRAHGTFLSYGDWSNLTAASFLSAEGKQTPSFTKFSTV 

DFILREKI THFDHERIPERIVHARGSAAHGYFQPYKSLSDITKADFLSDPNKITPVFVRFSTV 169 
• ** “  ^ — — — — — “ “ --- - — — — —

------- ----*—  -----—*   **

AGESGSADTVRDPRGFAVKFYTEDGNWDNVGNMTPIFFIRDALLFPSFI HS QK RNPQ THLK 176 

SGARGSADTARDVHGFATRFYVDEGNFDIVGNNIPVFFIVDV11ETLMA(HA)KQ(PDPL)R 

QGGAGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDLVGNNTPIFFIQDAHKFPDFV HA VK PEPH VAIP 230
— — — — — —  A  — — — —A — *  — —-jlf— — — — — — — — — — —

* * * * --*—  - -- *

----DPDMWDFVSLRPESLHQVSFLFSDRGIPDGHRHM DGYG3 HTFKLVNADGEAVYCKFHY 235

HRM(EPFTT)RTFRLVTDNGKTKLVKFHW 

QGQSAHDTFWDYVSLQPETLHNVMWAMSDRGI PRSYRTM EGFGI HTFRLINAEGKATFVRFHW 293
- - - ----

—  - — - “Vc —  - —

KTDQG IKNLSVEDAA RLAHEDPDYGLRDLF NAIATGNYPSVTLYIQVMTFSEA EIFPFNPF 296

YDLQG(ILSLPVEEAW)RFPEQGPELGVEDLF(ESIEAVDEGEYTLEIQSMNFSND)RELR

KPLAG KASLVWDEAQ KLTGRDPDFHRRELV EAIEAGDFPEYELGFQL і PEEDE FKFDFDLL 354
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DLTKVWFHGDYPLIPVGKLVLNRN PV NYFAEVEQLAFDPSNMPPGIEPSPEKMLQGRLFAYPD 359

M (IE) MLFDEVI GAiMFQPGH I VRGVDFTEDPLLQGRLF5YLD 

DPTKUPEEIVPVQRVGKMVLNRN PD NFFAENEQAAFHPGHIVPGLDFTNDPLLQGRLFSYTD 417

- - — - “ — -* ~ Vc---- ** T*C“ - A -

THRHRLS-PNYI.QIPVNCPYRARVANYQRDGPMCM MDNQS SAPNYYPNSFSAPEHQPSAL- 418

TQLNRHG-PNIQQLGFNRPPRAPIHNDNRDGASEM (IDLPP) FASFVETQEWGAK

TQISRLGGPNFHEIPINRPTOPYHNFQRDGMHRM GIDTN PA-NYEPNSINDNWPRETPPG 475
- - -- * ——  - —  *--- . - - - Vc

---- * -------------------- - * * -

— — EHR-THFSGDVQRFN-SANDDNVTQVRTFfLKVLNEEQRKRLCENIAGHLKDAQL-FIQ 474 

FDEHRFSHWKFGVNGFVHTRMDDNVTHARGFFTAPERQQQKKRAVADFRMQVNANSVNEGQ 

FKFGGFESYQERVEGN’KVRERSPSFGEYYSHFRLFWLSQTPFEQRH IVDGFSFELSKWRP-YIR 540

* ~

KKAVK NFSOVKPEYG SRIQALLDKYNEEKPKN 506

ANSHE(AFAPVALTY0)KRVAKAIGVEAPKPNSNYFH(PPTQNG)(IHFTASG)VAKYD(GPTQQ 

ERVVD QLAHIDLTLA QAVAKNLGIELTDDQLNI TP FFDVNG LKKDPS- LSLYA IPDGD 597
A “A - ---A-А- A “ —  - A - A - -

S)KVGLLASVNKPASIAQGAKLQVYASSGD(AQEIS)LFKDAFMRLVAQGD(ITVLPFE)KLAKL 

V KGRVVAILLNDEVRSADLLAILKALKAK GVHAK LLY=SRMGEVTADD GTVLPIA ATFAG 656

“ -ктк- тк * ^ - “ “ -

DLGKFSRFELMQDGV(1V)E(ILEQE)RFGFDLPLDTKQVLNSAMGM(FETT)F (RPTS)R 

APSLTVDAVIVPCGN IA D IADNG DANYYLMEAYKHLKPIALAG DARK F КАТІ KIADQ 713

A* A - a 8 * - - * “A - A - A

FAVDQ

GEEGIVEADSADGSFMDELLTLMAAHRVWSRIPKIDKIPA

•*.

753



У порівнюваних послідовностях BLC 1 ЕСС рисочками 1 зірочками 

позначено амінокислотні залишки відповідно ідентичні 1 гомологічні 

амінокислотним залишкам PVC. У дужках ділянок PVC амінокислотні залиш­

ки розставлені за принципом максимальної схожості з іншими каталазами.

Для шести порівнюваних ділянок нами розрахований ступінь спорідне­

ності (% Ідентичних 1 гомологічних залишків до загального числа залиш­

ків, що порівнюються) PVC до 8LC, ЕСС та 13 Інших каталаз. Ступінь спо­

рідненості FVC до BLC для чотирьох ділянок (за виключенням N-кінцевих) 

складає відповідно 50, 45, 52, 38 %, а до ЕСС - 61, 47, 54, 32 Z. У 

всіх каталаз для зазначених ділянок він змінюється у діапазоні 98 - 

35 %. Спостерігається зниження ступеня спорідненості для ділянок у 

напрямку від N-до С-кінця, що природно, оскільки у найближчу до N-кін- 

ця ділянку входять три з чотирьох амінокислотних залишків активного 

центра : His74, Serll3, Asnl47 (нумерація за BLC) а також 11 амінокис­

лотних залишків, що взаємодіють з гемом. В деякій мірі вирізняється 

третя ділйнка, тому що містить четвертий амінокислотний залишок актив­

ного центра - Туг367, а також десять залишків, що взаємодіють з гемом. 

Серед цих десяти залишків нами ідентифіковано три суттєвих заміни - 

І1е329, Gln334, БІпЗбІ, порівняльно з іншими каталазами, в яких у цих

положеннях знаходяться залишки амінокислот Asp, Glu, His. Ми вважаємо, 

що заміною заряджених залишків на тпоофобні 1 кезаряджені можна пояс­

нити підвищену стійкість PVC у розчинах.

Таким чином, можна відзначити високий ступінь консервативності 

ділянок полі пептидного ланцюга каталаз, відповідальних за її основну 

функцію - розкладання перекису водню. Є підстави вважати, що додаткові 

С-кінцеві домени PVC і ЕСС не мають суттєвого значення для головної 

функції, про що свідчить низький ступінь їх ГОМиЛОГІї (32 7.) в межах 

порівнювальної ділянки.

Ступінь спорідненості в цілому для шести ділянок складає 48 % у 

FVC 1 BLC тя 44 % у PV0 1 ЕСС, коливаючись при порівнянні з Іншими ка­
талазами незначно (48 - 32 X), тоді як каталази Іншого походження про­

являють Сільшу схожість (95 - 32 Z). Найбільша схожість каталази PVC 

виявляється з каталазами ссавців, нижча - з каталазами рослин і мікро­

організмів, у той час як каталази таксономічно близьких груп проязля- 

ють значно вищий ступінь спорідненості (95 - 70 X).

- 17-
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ЗАКЛЮЧЕНИЯ

Не д и б л я ч и с ь  на те, що нами встановлено будову наберу пептидів, 

що перекривають увесь поліпептидний ланцюг, нам не вдалося реконструю­

вати яоліпеатидниЯ ланцюг PVC навіть при порівнянні з іншими каталаза­

ми. Тим не менше ми вважаємо, що головну мету роботи досягнуто, ос­

кільки нами вірогідно реконструйовано 1 локалізовано шість ділянок по­

лі пептидного ланцюга каталази, котрі включають 83 % довжини ланцюга • 

На основі цих даних з’ясовано ступінь спорідненості між 16 каталазами, 

встановлено консервативні функціонально важливі ділянки та визначено 

заміни суттєвих амінокислотних залишків, що обумовлюють, як нам здає­

ться, властивості каталаз, які відрізняють їх від інших. Однак ми ро­

бимо спробу виписати можливу амінокислотну послідовність, заповнюючи 

проміжки між реконструйованими ділянками (стр.13 - 15) триптичними 

пептидами, які не ввійшли до них (табл. б), за принципом максимальної 

схожості з Іншими каталазами:

Thr-Ala-Ser-Gly-Lys-Leu-Gln-Arg-Arg-Phe-Asn-Thr-Ser-Gln-Val-Lys-

Ser-Ser-Val-Val-Arg-Gln-Gly-Leu-Glu-Gly-Lys-Gly-Pro-Ser-(Thr,Gly,Alaz,

Leu)-Arg-Gly-Ala-Thr-Leu-Leu-Gln-(Asxi,Thr)Glx,Il6,Leuz,Phe)-Phe-Ala-

Phe-Asp-Arg-Glu-Arg-Val-Pro-Glu-Arg-Ala-Val-Hls-Ala-Arg-Gly-Thr-Gly-

Ala-Hls-Gly-Thr-Phe-Leu-Ser-Tyr-Gly-Asp-Trp-Ser-Asn-Leu-Thr-Ala-Ala- 
100

Ser-Phe-Leu-Ser-Ala-Glu-Gly-Lys-Gln-Thr-Pro-Ser-Phe-Thr-Lys-Phe-Ser- 

Thr-Val-Ser-Gly-Ala-Arg-Gly-Ser-Ala-Asp-Thr-Ala-Arg-A3p-Val-Hls-Gly- 

Phe-Ala-Thr-Arg-Pl-ie-Tyr-Val-Asp-Glu-Gly-Asn-Phe-Asg-Ile-Val-Gly-Asn- 

Asn-Ile-Pro-Val-Phe-Fhe-Ile-Trp-Asp-Val-Ile-Ile-Glu-Thr-Leu-Met-Ala- 

(Hls,Ala)-Lys-Gln-(Asp,Pro .LeiO-Arsf-Phe-CHls.Pro.LeiO-Are-Phe-Gly- 

Lys-Gly 

Ala-Gin

Arg-Met-(Thrz ,Glu,Pro,Phe)-Arg-Thr-Phe-Ar(j-Leu-Vsl-Thr-Asp-Asn-Gly- 

Lys-Thr-Lys-Leu-Val-Lys-Phe-Hls-Trp-Tyr-Asp-Leu-Gin-Gly-CSer.Glx^, Pro, 

Ala,Val, lie, Leu Trp)-Arg-Phe-Pro-Glu-Gln-Gly-Pro-Glu-Leu-Gly-Val-Glu- 

Asp-Leu-Phe-(Asx11,Thr,Seri,Glx6,Gly,Ala,VallMet, Ile^,Leu,Tyr.Phe)-Arjf- 

Glu-Leu-Arg-Gln-Asn-Ser-Ser-Asn-Pro-Thr-Arg-Glu-Val-Thr-Gln-bly-Ile- 

(Pro^.Val^, lie,Leu )-Lys-Gln-(Asn,Met,Leu)-Arg-Asn-(Glu, Ile)-Met-Leu- 

Fhe-Asp-Glu-Val-I1e-Gly-Ala-Met-Phe-Gln-Pro-Gly-H1s-I1e-Val-Arg-Gly-

-Asp-Fhe-Arg-Ile-Ser-Asp-Asn-Leu-Thr-Ala-Arg-Gly-Ser-Asp-Leu- 

-Gly-Ser-Gln-Ile-Ser-Ser-Gln-Arg-Gly-Val-^fa-Leu--Gly-Lys-Hls-



Val-Asp-Phe-Thr-Glu-Asp-Pro-Leu-Leu-Gln-Gly-Arg-Leu-Phe-Ser-Tyr-Leu- 
Asp-Thr-Gin-Leu-Asn-Arg-Hls-Gly-Pro-Asn-Ile-Gln-Gln-Leu-Gly-Fhe-Asn- 
Arg-Pro-Fro-Arg-Ala-Pro-Ile-Hls-Asn-Asp-Asn-Arg-Asp-Gly-Ala-Gly-Glu- 
Met-(Asp,Proz, IlejLeuJ-Phe-Ala-Ser-Phe-Val-Glu-lhr-Gln-Glu-Trp-Gly- 
Ala-Lys-Gln-CAsn.Thr.Gln.Gly.Ala.VaD-Lys-Asp-Ile-Lys-Phe-Asp-Glu-Hls- 
Arg-Phe-Ser-Hls-Trp-Lys-Phe-Gly-Val-Asn-Gly-Phe-Val-Hls-Thr-Arg-Asn- 
Asp-Asp-Asn-Val-7hr-Hls-Ala-Arg-Gly-Fhe-Phe-ihr-Ala-Pro-Glu-Arg-Gln- 
Gln-Gln-Lys-Lys-Arg-Ala-Val-Ala-Asp-Phe-Arg-Met-Gln-Val-Asn-Ala-Asn- 
Ser-Val-Asr>-Glu-Gly-Gln-Ala-Asig-Ser-Asp-Glu-(Thr,Gly,Ala3,Val,Leu,Tyr, 
Phe )-Lys-Arg-Val-Ala-Lys-Ala-Ile-Gly-Val-Glu-Ala-Pro-Lys-Pre-Asn-Ser- 
Asn-7yr-Fhe-Hls-(Asn,'Thr',Gln,Fro,tlGly)-(ThrISer,Gly,Ala,Ile,Fhe,Kls)- 
Val-Ala-Lys-Tyr-Asp-(Tl‘ir(Ser,Glu,Pro)61yi)-Ly5-Val-Gly-Leu-Leu-Ala- 
Ser-Val-Asn-Lys-Pro-Ala-Ser-Ile-Ala-Gln-Gly-Ala-Lys-leu-Gln-Val-Val- 
Ala-Ser-Ser-Gly-Asp-(Ser,Glu,Gln,Ala,Ile)-Leu-Fhe-Lys-Asp-Ala-Fhe-Met- 
Arg-Leu-Val-Ala-Glu-Gly-Asp-(Thr,Glu,Pro,Val,Ile,Leu,Phe)-Lys-Leu-Ala- 
Lys-Leu-Asp-Leu-Gly-£ys-Phe-Ser-Arg-Fhe-Glu-Leu-Met-Gln-Asp-Gly-Val­
val, I le)-Glu-(Glx3, Ile,Leu)-Arg-Phe-Gly-F)ie-Asp-Leu-Fro-Leu-Asp-7hr- 
Lys-Gln-Val-LfU-Asn-Ser-Ala-Met-Gly-Met-(Thri,Glu,Fhe)*Phe-(Arj,Tfirl 
Ser,Pro)-Arg-Afa-(Glnz,Glu,Gly,Ala,Fhe)-Lys-Gly-Leu-Gln-Gly-Lys-Thr- 
Pro-Lys-Gly-Ser-Pro-Lys-Ala-Tyr-Ser-Asn-Thr-Glu-Pro-Asn-Lys-Asn-Asn- 
Lys-Arg-Gln-Lys-Ile-Gln-Arg-Lys-Phe-Leu-Asp-Arg-Phe-Ala-Val-Asp-Gln 

•

На ділянках можливої послідовності 9-27, 164-203, 288-314, 407- 
417, 650-692 триптичні пептиди можуть бути переставлені як в межах 
ділянок, так 1 між ними. Ступінь спорідненості можливої амінокислотної 
послідовності PVC в іншими каталаэами незначно відрізняється від тако­
го для вірогідно виписаних ділянок. Отже ми вважаємо, що основні вис­
новки щодо структурно-функціональних 1 еволюційних взаємовідносин 
цілком вірогідні.

- 1 9 -
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БИСНОВКИ

1. Отримано 48 триптичних пептидів модифікованої за залишками Lys 

малеїновим ангідридом каталази та з'ясовано їх повну або часткову 

будову. 54 пептиди з послідовностями, що не перекриваються, нарахову­

ють 5?2 амінокислотні залишки.

2. Одерлано 24 триптичних пептиди немодифікованої каталази і виз­

начено їх будову. 23 пептиди з послідовностями, що не перекривають­

ся, містять 13? амінокислотних залишків.

3. Отримано 5 бромціанових пептидів, що налічують 218 амінокис­

лотних залишків, та з’ясовано їх побудову.

4. Із зазначеного набору пептидів реконструйовано шість ділянок 

поліпептидного ланцюга PVC, які включають у сумі 557 амінокислотних 

залишків (83 7, довжини ланцюга), а також відібрано 21 триптичний пеп­

тид з послідовностями, котрі не перекриваються, що складає ще 140 амі­

нокислотних залишків. Реконструйовані ділянки містять всі важливі для 

функціонування фермента залишки амінокислот.

5. По реконструйованих ділянках визначено ступінь спорідненості 

PVC з Іншими каталазами та з'ясовано еволюційні взаємовідносини 16 ка- 

талаз.

6. Порівнюючи отримані дані з амінокислотними послідовностями 15 

каталаз, Еиписако найвірогіднішу амінокислотну послідовність PVC, яка 

налічує 6S7 амінокислотних залишків.
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