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* Предыдущие сообщения см (',2).

Аспартат-аминотрансфераза (L-аспартат: 2-оксоглутарат аминотрансфе­
раза, КФ 2.6.1.1) относится к числу основных представителей фосфопи­
ридоксальсодержащих ферментов, катализирующих реакции переаминиро- 
ванпя, или трансаминирования (3). Осуществляемая ею реакция является 
.узловой на путях превращений аминокислот и дикарбоновых кислот, что 
ставит этот фермент на одно из центральных мест в азотистом и энергети­
ческом метаболизме.

Хотя механизм каталитического действия аспартат-аминотрансферазы 
изучен на уровне модельных реакций взаимодействия субстратов с кофер­
ментом (4), его детальное исследование не представлялось возможным без 
знания структуры фермента. При этом надо подчеркнуть, что высокие ско­
рости ферментативного процесса обусловлены именно уникальным строе­
нием белковой части молекулы аспартат-аминотрансферазы. Поэтому мы 
поставили своей задачей выяснить полную аминокислотную последователь­
ность данного фермента.

В качестве объекта исследования была выбрана цитоплазматическая 
аспартат-аминотрансфераза сердечной мышцы свиньи, выделенная по 
описанной ранее методике (5) и отличающаяся от митохондриального изоэн- 
зпма (6,7). Цитоплазматическая аспартат-аминотрансфераза относится к 
числу сложных белков высокого молекулярного веса и состоит из двух 
субъединиц, каждая из которых представляет собой одну полппептидную 
цепь, не имеющую дисульфидных мостиков. Идентичность субъединиц до­
казывалась косвенными методами (аминокислотный состав, анализ N-koh- 
цевых аминокислот, пептидные карты) (8).

В результате комбинированного использования классических и новей­
ших методов анализа нами была установлена полная аминокислотная по­
следовательность аспартат-аминотрансферазы сердечной мышцы свиньи 
(см. формулу на стр. 729).

Основные этапы работы соответствовали первоначально принятому пла­
ну исследования и могут быть кратко охарактеризованы следующим обра­
зом. Для получения пептидных фрагментов аспартат-аминотрансферазы 
были использованы энзиматические и химические способы расщепления 
полипептидной цепи белка, включая гидролиз трипсином, химотрипсином, 
термолизином, частичный кислотный гидролиз и расщепление бромциа- 
ном. При этом, кроме обычного триптического гидролиза, был применен 
также ограниченный гидролиз аспартат-аминотрансферазы трипсином 
с предварительным ацилированием остатков лизина. Триптическое расщеп­
ление фермента, в том числе предварительно модифицированного (9,t0), 
позволило в конечном итоге выделить и идентифицировать все пептиды, 
составляющие полипептидную цепь аспартат-аминотрансферазы, а затем 
полностью плп частично установить их структуру. Другие способы рас­
щепления были использованы главным образом для получения перекры-
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Аминокислотная последовательность цитоплазматичес­
кой аспартат-ампнотрансферазы сердечной мышцы 

свиньи

10
Ala — Pro—Pro —Ser —Vai— Phe—Ala—Glu—Vai—Pro—Gin—Ala—Gin— Pro—Vai —

23 30
Leu — Vai — Phe—Lys—Leu—He—Ala—Asp—Phe—Arg—Glu—Asp—Pro — Asp— Pro— 

40
Arg — Lys — Vai—Asn—Leu—Gly—Vai—Gly—Ala—Tyr—Arg—Thr— Asp—Asp — Cys — 

50 60
Gin — Pro — Trp —Vai— Leu—Pro —Vai—Vai—Arg—Lys—Vai—Glu—Gin—Arg—Пе­

то
Ala — Asn — Asp — Ser —Ser —Leu—Asn—His—Glu—Tyr—Leu—Pro—lie—Leu—Gly— 

so so
Leu — Ala — Glu— Phe —Arg—Thr—Cys—Ala—Ser—Arg—Leu—Ala—Leu—Gly—Asp— 

100
Asp — Ser— Pro—Ala—Leu—Gin—Glu—Lys—Arg—Vai—Gly—Gly—Vai—Gin — Ser — 

110 120
Leu — Gly — Gly—Thr—Gly—Ala—Leu — Arg—He—Gly—Ala—Glu—Phe—Leu—Ala—

130
Arg—Trp—Tyr—Asn — Gly—Thr—Asn—Asn—Lys—Asp—Thr—Pro—Vai—Tyr— Val­

ue 150
Ser — Ser — Pro — Thr— Trp—Glu—Asn—His—Asp—Gly—Vai—Phe—Thr—Thr—Ala— 

160
Gly—Phe—Lys —Asp—He—Arg—Ser—Tyr—Arg—Tyr—Trp—Asp— Thr — Glu— Lys— 

170 180
Arg — Gly — Leu—Asp—Leu—Gin—Gly—Phe—Leu—Ser—Asp—Leu—Glu—Asn—Ala—

190
Pro—Glu—Phe—Ser—He—Phe—Vai—Leu—His—Ala—Cys—Ala—His—Asn—Pro—Thr—

200 210
Gly—Thr—Asp—Pro—Thr—Pro—Glu—Gin—Trp—Lys—Gin—lie—Ala—Ser—Vai—Met— 

220
Lys—Arg—Arg—Phe—Leu—Phe—Pro—Phe—Phe—Asp—Ser—Ala—Tyr—Gin—Gly—Phe—

230 210
Ala—Ser—Gly—Asn—Leu— Glu — Lys — Asp — Ala—Trp—Ala—He—Arg—Tyr—Phe— 

, 250 *

* Остаток лизина, образующий альдиминную связь с пиридоксальфосфатом.

Vai — Ser — Glu —Gly—Phe —Glu —Leu—Phe—Cys—Ala—Gin—Ser—Phe—Ser—Lys— 
260 2 TO

Asn — Phe—Gly—Leu—Tyr—Asn—Glu—Arg—Vai—Gly—Asn—Leu— Thr—Vai—Vai —
280

Ala —Lys — Glu — Pro— Asp— Ser— He—Leu—Arg—Vai—Leu—Ser—Gin—Met—-Glu—
290 300

Lys—lie —Vai — Arg —Vai —'Thr— Trp— Ser—Asn—Pro—Pro—Ala—Gin—Gly—Ala—
310

Arg — He—Vai—Ala —Arg —Thr—Leu—Ser—Asp—Pro—Glu—Leu—Phe—His — Glu —
320 330

Trp — Thr — Gly—Asn—Vai—Lys—Thr—Met—Ala—Asp—Arg—He—Leu—Ser — Met — 
310

Arg — Ser — Glu—Leu—Arg—Ala—Arg—Leu—Glu—Ala—Leu—Lys—Thr— Pro—Gly— 
1 350 360

Thr — Trp — Asn—His—He—Thr—Asp—Gin—He—Gly—Met—Phe — Ser — Phe—Thr —
370

Gly — Leu—Asn— Pro — Lys— Gin—Vai—Glu—Tyr—Leu—He—Asn—Glu—Lys—His—<
380 390

He—Tyr— Leu— Leu — Pro — Ser —Gly —Arg —He—Asn—Met—Cys—Gly—Leu—Thr— 
400

Thr — Lys—Asn — Leu—Asp—Tyr—Vai—Ala—Thr—Ser—lie—His—Glu — Ala — Vai — 
<110

Thr—Lys—He—Gin 
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вающих пептидов. Так, при гидролизе аспартат-аминотрансферазы химо­
трипсином было выделено 68 пептидов, включающих в сумме 341 амино­
кислотный остаток. Из продуктов расщепления фермента бромцианом 
удалось выделить шесть из семи ожидаемых пептидных фрагментов, на ос­
нове чего была получена необходимая информация для реконструирования 
полипептидной цепи аспартат-аминотрансферазы. Кроме того, N-концевая 
последовательность аспартат-аминотрансферазы до девятого остатка была 
определена на карбоксиметилированном ферменте с помощью секвенатора 
АП-01, сконструированного в СКВ аналитического приборостроения АН 
СССР. Для установления С-концевой последовательности были использова­
ны карбоксипептидазы А и В, и результаты анализа были затем подтверж­
дены выделением с большим выходом пептида изолейцил-глутамин из 
триптического гидролизата фермента.

Для выделения и очистки пептидов были использованы различные ме­
тоды и приемы, включая хроматографию на колонках с высокоразрешаю­
щими ионообменными смолами и целлюлозами, гель-хроматографию, элек­
трофорез и хроматографию на бумаге. Структура относительно небольших 
пептидов определялась непосредственно деградацией по Эдману, модифи­
цированным методом Эдмана с идентификацией N-концевой аминокислоты 
в виде данспл-производных, а также с использованием амино- и карбокси­
пептидаз. Строение ряда больших пептпдов было установлено путем их 
предварительного расщепления с помощью различных протеаз, выделения 
составляющих пептидов и определения в них аминокислотной последова­
тельности одним из перечисленных приемов. При анализе большого числа 
коротких пептидов (вплоть до восьмичленных), полученных при гидролизе 
аспартат-аминотрансферазы термолизином, был успешно использован масс- 
спектрометрический метод определения аминокислотной последовательно­
сти (11).

Следует отметить, что при расшифровке структуры аспартат-амино­
трансферазы мы столкнулись со значительными трудностями, которые 
были обусловлены большой длиной полипептидной цепи данного фермента 
и своеобразием ее аминокислотной последовательности. Так, серьезным' 
препятствием при разделении и очистке продуктов расщепления аспартат- 
аминотрансферазы оказалась сильная агрегация крупных пептидов, кото­
рую удалось предотвратить лишь специальными приемами (модифициро­
вание остатков лизина малеиновым или цитраконовым ангидридами, при­
менение концентрированных растворов мочевины и т. п.). Нами был также 
установлен факт неполного расщепления аспартат-аминотрансферазы бром­
цианом в том случае, когда рядом с остатком метионина расположен оста­
ток оксиаминокислоты (см., например, последовательность Ser — Met 
(№ 332—333)). В ходе работы было также обнаружено, что в кислой среде 
(pH ~ 3) происходит частичный гидролпз связей аспартил-пролил. По 
этим причинам выход некоторых пептпдов, главным образом полученных 
при расщеплении аспартат-аминотрансферазы бромцианом или трипсином 
(в случае модифицированного по остаткам лизина фермента), оказывался 
очень низким, а их очистка соответственно усложнялась. В связи с этим 
следует упомянуть, что методология исследования первичной структуры 
белков, содержащих очень длинные полипептидные цепи, до настоящего 
времени недостаточно разработана и имеющиеся здесь данные ограничи­
вались установлением структуры глутамат-дегидрогеназы (12) иуС-иммуно- 
глобулина (13). В этом отношении опыт, накопленный при установлении 
структуры аспартат-аминотрансферазы, может оказаться полезным при вы­
работке общих принципов и путей расшифровки структуры сложных бел­
ков. К этому следует добавить, что аспартат-аминотрансфераза является 
первым из ппридоксальсодержащих ферментов, первичная структура кото­
рого полностью установлена.

На основе настоящей работы можно считать доказанным, что обе субъ­
единицы аспартат-аминотрансферазы идентичны, т. е. имеют одинаковую 
аминокислотную последовательность, а отмечаемая хроматографическая 
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гетерогенность фермента не связана с различиями в первичной структуре 
выделяемых компонентов. Как это следует из первичной структуры, одна 
субъединица аспартат-аминотрансферазы состоит из 412 аминокислотных 
остатков и имеет следующий состав: Lys19, His8, Arg26, (Asp + Asn)42, 
Thr25, Ser26, (Glu + GIn)41, Pro24, Gly28, Ala32, Cys5, Val29 Met6, lle19, Leu38, 
Tyr12, Phe23, Тгр9. Следовательно, молекулярный вес одной полипептидной 
цепи аспартат-аминотрансферазы равен 46 344, а мол. вес. холофермента с- 
учетом двух молей пиридоксальфосфата 93 147.

Более конкретный характер теперь приобретают и сведения о функцио­
нальных группах данного фермента. Ранее разными авторами были моди­
фицированы некоторые функционально важные группы аспартат-амино­
трансферазы и выделены соответствующие пептидные фрагменты (14~ 
16). Уже сейчас представляется возможным дислоцировать местоположе­
ние некоторых участков «активного центра» фермента, в первую очередь 
остатка лизина, образующего альднминную связь с пиридоксальфосфатом 
(Ly s-258), а также существенного для действия фермента остатка тирози­
на (Туг-40). Знание первичной структуры, безусловно, облегчит и ускорит 
определение местоположения других функционально важных групп моле­
кулы фермента, послужит основой при выяснении и сопоставлении первич­
ных структур гомологичных и родственных белков, а также при построе­
нии трехмерной структуры аспартат-аминотрансферазы.
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