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I. ВВЕДЕНИЕ

Последние 10—15 лет ознаменовались стремительным прог)
рессом в исследовании целлюлолитических ферментов микро)
организмов. Первый всплеск массового интереса к ним пришелся
на 70–е годы, когда с целлюлазами связывали большие надежды
в производстве моторного топлива из возобновляемого сырья.
Нынешний этап определяется постоянно расширяющейся сферой
их практического применения в текстильной и целлюлозно–бумаж)
ной промышленности, производстве стиральных порошков и
диетических пищевых продуктов, животноводстве и лесоводстве,
одним словом — везде, где встречается необходимость в обработке
целлюлозосодержащих материалов.

Принятые сокращения: КД – каталитический домен, ЦСД – целлюлозо)
связывающий домен, Cel – целлюлаза (эндоглюканаза), EG и Eg — эндоглю)
каназа, CBH и Cbh — целлобиогидролаза, Cip и Cbp – скаффолдин, Man – ман)
наназа, Olp – белок внешнего слоя клостридиальной клетки, Xyn – ксиланаза.
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Хотя практический аспект, несомненно, играл центральную роль
в стимулировании интереса к микробным целлюлазам во второй
половине нынешнего столетия, было бы неверным полностью
игнорировать познавательный мотив их изучения. Достаточно
напомнить о той работе, которую ежегодно проделывают эти фер)
менты, обеспечивая круговорот углерода на Земле. Являясь цент)
ральным биохимическим звеном углекислотного цикла, целлюло)
литические ферменты одновременно демонстрируют поразительное
разнообразие форм, созданных различными группами микроор)
ганизмов в процессе конвергентной эволюции.

Настоящий обзор имеет целью продемонстрировать это мно)
гообразие через современную классификацию целлюлаз, анализ
структуры их основных блоков — каталитических и целлюлозосвя)
зывающих доменов, а также через строение целлюлолитических
систем различных типов микроорганизмов — несовершенных
грибов и базидиомицетов, аэробных и анаэробных бактерий,
актиномицетов. Заключительная часть посвящена загадке, интри)
гующей специалистов–энзимологов на протяжении последних 50
лет [88] — как ферментам, работающим при умеренных значениях
рН и температуры, удается разрушать столь прочную надмоле)
кулярную структуру, как целлюлозная фибрилла, которая не рас)
щепляется полностью даже при кипячении в соляной кислоте.

II. КЛАССИФИКАЦИЯ КАТАЛИТИЧЕСКИХ И
ЦЕЛЛЮЛОЗОСВЯЗЫВАЮЩИХ ДОМЕНОВ ЦЕЛЛЮЛАЗ

ОБЩИЕ ЗАМЕЧАНИЯ

Прежде чем перейти непосредственно к вопросам класси)
фикации, необходимо пояснить, что по современным представ)
лениям [68, 109] большинство целлюлолитических ферментов
являются мультидоменными белками, содержащими по меньшей
мере три функционально различных структурных элемента: ката)
литический домен, целлюлозосвязывающий домен и соединяющий
их линкер. Наличие двух типов доменов впервые удалось проде)
монстрировать в 70–х гг., когда было установлено, что в процессе
аффинной хроматографии на целлюлозе некоторые формы грибных
целлюлаз не элюируются растворимым субстратом, а расщепляют
его, оставаясь в прочно адсорбированном состоянии. Это показало,
что связывание с целлюлозой обеспечивается у них самостоятель)
ным фрагментом молекулы, не входящим в активный центр. Тогда
же были обнаружены ферменты, которые, при одинаковом действии
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на растворимый субстрат, отличались на 2 порядка по способности
к адсорбции на целлюлозе [12, 82]. Позднее КД и ЦСД грибной
целлобиогидролазы I удалось разделить с помощью специфического
протеолиза связывающего их линкера [113], подобно тому, как это
было сделано в конце 70–х гг. для грибной глюкоамилазы [50, 124].

Как правило, один и тот же организм образует несколько типов
целлюлолитических ферментов, каталитические а, зачастую, и цел)
люлозосвязывающие домены которых принадлежат различным
семействам. Помимо этих основных фрагментов в структурах
целлюлаз различного происхождения могут присутствовать и другие
элементы, включая второй КД, фибронектин III–подобные домены,
повторяющиеся гидрофобные последовательности т.н. когезин–до)
керинового типа и пр. (рис. 1). Мы, в основном, ограничимся рас)
смотрением первых двух типов доменов, а также кратко коснемся
структуры линкеров в связи с тем, что значение этих фрагментов
для функционирования целлюлаз на поверхности целлюлозы
наиболее очевидно.

Как можно видеть (табл. 1), целлюлолитические ферменты в
современной классификации объединены в 13 из более чем 60
известных структурных семейств гликозилгидролаз, причем к ним
отнесены и два семейства из многочисленной группы ксиланаз. В
семействе 11/F есть ксиланазы со смешанной специфичностью,
поэтому такое отнесение формально допустимо. Сложнее обстоит
дело с семейством 12/G, объединяющим строго специфичные
ксиланазы [33]. С другой стороны, в классификацию целлюлаз по
сложившейся традиции не включают, например, семейства 1 и 3, куда
входят β–глюкозилгидролазы, расщепляющие короткие целло)
олигосахариды, или семейства 16 и 17, содержащие 1,3(4)–β–глю)
каназы, хотя по специфичности к 1,4–β–глюкозидной связи эти
ферменты ближе к целлюлазам, чем ксиланазы, и, кроме того,
имеют сходную с типичными целлюлазами третичную структуру
(например, семейства 1, 16, 17, см. табл. 1 и рис. 2).

Можно по–разному относиться к достаточно произвольно сло)
жившемуся выделению упомянутых «целлюлазных» семейств. Сле)
дуя принципу классификации по типу расщепляемой связи можно,
например, предложить включить в рассмотрение любые гидролазы
(КФ 3.2.1.4; 21; 73; 74; 91), способные расщеплять 1,4–β–глю)
козидные связи в небольших олигосахаридах, смешанных β–глю)
канах или ксилоглюканах, действующие на целлоби– — целлопен)
таозу и их флуорогенные производные либо проявляемые в тесте с
растворимым 1,4–β–глюканом и конго красным, и одновременно
исключить ферменты, узкоспецифичные к другим типам связи.
Можно использовать более строгий критерий — разложение упоря)
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Рис.1. Примеры доменной структуры целлюлаз и родственных им ферментов
(по [109, 110]).

Сокращения: Tre – Trichoderma reesei, Ppu – Porphyra purpurea, Ccv – Clostri)
dium cellulovorans, Cfi – Cellulomonas fimi, Csa – Caldocellum saccharolyticum, Cth –
Clostridium thermocellum, Cst – Clostridium stercorarium, Tsa – Thermoanaerobacter
saccharophilum, Tfu – Thermomonospora fusca, PBP – polysaccharide binding protein,
CbpА – cellulosome binding protein (скаффолдин А мезофильной клостридии).
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доченных форм целлюлозы — и на этом основании ограничить рас)
смотрение только специфическими целлобиогидролазами (КФ
3.2.1.91).

Достаточно очевидно, однако, что под сложившимся интуи)
тивно представлением о том, какие именно компоненты объединять
в понятии «целлюлазные системы», имеются весьма серьезные
основания. В этой связи сформулируем определение целлюлазных
систем в широком понимании как систем, включающих ферменты,
способные расщеплять 1,4–β–глюкозидные связи в полимерных формах
целлюлозы, а также ферменты иной специфичности или некатали)

Рис.2. Укладка каталитических доменов гликозилгидролаз различных семейств.

Семейства: 1 — цианогенная β–глюкозидаза Trifolium repens (1cbg); 5 – эндо)
глюканаза EI Acidothermus cellulolyticus (1ece); 6 – целлобигидролаза II Thricho)
derma reesei (3cbh); 7 – целлобиогидролаза I Trichoderma reesei (1cel), 9 – эндо)
глюканаза D Clostridium thermocellum (1clc), 10 – ксиланаза Z Clostridium
thermocellum (1xyz), 11 – ксиланаза II Trichoderma harzianum (1xnd), 45 –эндо)
глюканаза V Humicola insolens (1eng) (построены по данным соответствующих
PDB файлов Брукхевенской национальной лаборатории [37, 41, 55]).
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тические белки, способные действовать на поверхности целлюлозы, т.е.
содержащие ЦСД.

При такой трактовке в рассмотрение попадает широкий спектр
секретируемых белков, способных гидролизовать полимерные
молекулы целлюлозы, либо специфически связываться с ее поверх)
ностью. К ним относятся не только целлобиогидролазы, без которых
невозможно разрушить структуру упорядоченной части целлюлозы,
но и эндоглюканазы, ксиланазы, маннаназы, другие ферменты,
освобождающие поверхность микрофибриллы от сопутствующего
аморфного матрикса, а также некаталитические белки целлюлосом
скаффолдины, содержащие ЦСД, а следом за ними – любые другие
белки, гомологичные КД или ЦСД целлюлаз, и разнообразные
структурные элементы, соседствующие в этих белках с КД или ЦСД
(рис. 1).

Таким образом, тип катализируемого процесса не является
отныне абсолютным критерием для отнесения фермента. Более
того, по мере накопления данных о структуре белков последняя все
отчетливее выходит на первый план. При таком подходе к система)
тизации целлюлаз в нее неизбежно попадают и белки, функция
которых может быть весьма далека от разложения целлюлозы.
Главная ценность структурной классификации состоит в том, что
она с высокой вероятностью предсказывает свойства белка, если
установлено его семейство, и служит основой для направленного
мутагенеза. Кроме того, она позволяет проводить параллели и
вскрывать взаимосвязи между далекими, на первый взгляд, явле)
ниями и объектами.

КЛАССИФИКАЦИЯ КАТАЛИТИЧЕСКИХ ДОМЕНОВ

Классификация целлюлаз по структурным признакам КД,
впервые введенная в конце 80–х – начале 90–х гг. [48, 52] на
основе анализа распределения гидрофобных кластеров по полипеп)
тидной цепи, позднее легла в основу общей структурной клас)
сификации гликозилгидролаз [54]. Использованный принцип
включает двумерное представление аминокислотной последова)
тельности в виде развертки продольного сечения цилиндра, обра)
зуемого путем гипотетической спиральной укладки цепи. Класси)
фикация гликозилгидролаз по принципу гомологии в распре)
делении гидрофобных кластеров объединяет уже более 60 семейств
и постоянно пополняется.

Принятая в настоящее время классификация целлюлаз и неко)
торых сходных с ними типов ферментов частично воспроизведена
в табл. 1. Авторы не стремились дать в ней отнесение всех классифи)
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цированных последовательностей, известных в настоящее время.
Ее целью является демонстрация разнообразия белков, принад)
лежащих целлюлазным и родственным семействам, а также срав)
нение целлюлолитических ферментов с другими гликозилгид)
ролазами. КД ферментов, имеющих отношение к деградации цел)
люлозы, сгруппированы в ней в 13 семейств: 5/А, 6/B, 7/C, 8/D, 9/E,
10/F, 11/G, 12/H, 26/I, 44/J, 45/K, 48/L и 61/М, два из которых —
5/А и 9/Е — дополнительно разделены на 5 и 2 подсемейства
соответственно. Буквенные обозначения, приводимые через дробь,
соответствуют раннему варианту номенклатуры целлюлаз, введен)
ному в 1991 г.

Обилие структурных типов 1,4–β–глюкозилгидролаз, не встре)
чаемое у других сходных ферментов, трудно приписать их лучшей
изученности или многообразию организмов, вовлеченных в транс)
формацию целлюлозы. В этом отношении показательно сравнение
целлюлаз и ксиланаз с амилолитическими ферментами [55]. Ксила)
назы в природе почти всегда сопутствуют целлюлазам, а их субстрат,
сопоставимый с целлюлозой по масштабам воспроизводства,
значительно сложнее по химической структуре. Вместе с тем, рас)
щепление ксиланов у эволюционно отдаленных организмов воз)
можно с участием ферментов всего лишь двух семейств (10/F и 11/G,
табл. 1). Для амилолитических ферментов вариация структур еще
меньше. Так, все α–амилазы помещены в единое семейство 13,
независимо от источника (табл. 1).

Если говорить о целлюлазах в более узком смысле, т.е. целло)
биогидролазах, то в сравнении с β– или глюкоамилазами (семейства
14 и 15, соответственно) их многообразие также заметно. Целлобио)
гидролазы можно встретить в 5 семействах: 6/В, 7/С, 9/Е(1), 10/F и
48/L. Одной из причин такого разнообразия представляется поли)
морфность нативной целлюлозы, содержащей по меньшей мере 2
структурные модификации: триклинную Iα и моноклинную Iβ, что
требует совместного действия ферментов разных типов в ее разло)
жении до простых сахаров. Поэтому в превращении целлюлозы, как
правило, участвует не менее двух целлобиогидролаз, принадлежа)
щих у грибов к семействам 6/В и 7/С, у С. fimi — к семействам 6/В,
10/F и 48/L, у клостридий — к семействам 9/Е(1) и 48/L.

При этом имеются семейства, включающие целлобиогидролазы
только грибного (7/С) или только бактериального (48/L) происхож)
дения, а также и те, и другие (6/В). Это с одной стороны свидетель)
ствует о существовании специфических «грибных» и «бактериаль)
ных» механизмов разложения целлюлозы, в отличие от единого
механизма разложения ксилана, а с другой показывает возможность
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горизонтального переноса генетического материала целлюлаз между
отдаленными хозяевами. Наглядный пример приведен в обзоре
[109], где отмечается, что эндоглюканаза V грам–отрицательной
бактерии Е. chrysanthemi имеет высокую степень гомологии
с эндоглюканазой I грам–положительной бактерии C. uda; при этом
содержание G + С в гене первой (58%) соответствует его среднему
содержанию в геноме (58%), тогда как у второй оно принципиально
отлично (61 и 72%, соответственно). Таким образом, заимствование
гена данного фермента грам–положительным организмом у
грам–отрицательного представляется весьма вероятным.

ОСОБЕННОСТИ УКЛАДКИ КАТАЛИТИЧЕСКИХ ДОМЕНОВ
РАЗЛИЧНЫХ СЕМЕЙСТВ

С момента опубликования структуры КД первых представителей
целлюлаз — грибной целлобиогидролазы II и клостридиальной
эндоглюканазы D — прошло около 10 лет [58, 90]. За это время
число расшифрованных структур достигло нескольких десятков.
Большинство из них относится к уже известным типам укладки типа
иммуноглобулиноподобного «блинчика с джемом», лектиноподоб)
ного β–сэндвича, а также (βα)8– и (αα)6–бочек различных размеров
[21]. Отметим некоторые общие черты укладки КД, свойственные
конкретным семействам.

В наиболее многообразном семействе 5/А расшифрованы
структуры КД клостридиальных эндоглюканаз, относящихся к
подсемействам А3 [44] и А4 [89], а также термостабильной эндо)
глюканазы ЕI термофильной бактерии Acidothermus cellulolutycis
[92], принадлежащей к подсемейству А1. Их основа оказалась
сходной с хорошо известной триозофосфат–изомеразной струк)
турой (ТИМ–бочка или (βα)8–бочка) (рис. 2).

ТИМ–бочка с активным центром, локализованным на С–кон)
це, является весьма распространенным каркасом для гликозил)
гидролаз. В частности, такая же структура найдена у α– и β–амилаз
семейств 13 и 14 [55].

Среди представителей семейства 6/В третичная структура КД
изучена в деталях на примере СВН II T. reesei [90]. Ее структура также
родственна ТИМ–бочке с той разницей, что число α–спиралей и
β–тяжей составляет 5 и 7. Поэтому она может быть охарактеризо)
вана как незавершенная или недостроенная ТИМ–бочка. Данная
основа была подтверждена и у другого представителя этого семей)
ства — эндоглюканазы 2 термофильного актиномицета T. fusca [99,
102] (рис. 2). Отличия касались, главным образом, положения
гибких петель и сказывались на структуре активного центра.
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Структура КД ферментов семейства 7/С, согласно исследо)
ваниям грибной СВН I [43], подтвержденным на эндоглюканазах I
того же семейства [40], представляет собой искаженный β–сэндвич
с вогнутой и выпуклой сторонами, состоящими, соответственно,
из 7 и 8 антипараллельных β–тяжей, соединенных в отдельных местах
короткими α–спиральными участками (рис. 2). У целлобиогид)
ролазы I КД содержит 434 остатка и имеет размеры 40х 50 х60 А

о
.

Такая структура, как отмечают авторы, ранее была описана для других
углеводсвязывающих белков — лектинов бобовых и бактериаль)
ных 1,3;1,4–β–глюканаз, относящихся, согласно классифи)
кации, к семейству 16.

Полипептидная цепь КД СеlC — целлюлазы мезофильной клост)
ридии, принадлежащего к семейству 8/D, свернута в (αα)6–бочку
из 365 аминокислотных остатков [79].

В семействе 9/Е укладка КД изучена на примере эндоглюканазы
D термофильной клостридии [58], принадлежащей к подсемейству
Е1. Она тоже представляет собой (αα)6–бочку — правозакрученную
тороидальную структуру из 6 почти параллельных внутренних α–спи)
ралей, окруженных 6–ю внешними α–спиралями, идущими в про)
тивоположном направлении. Каждая внутренняя спираль соеди)
нена с соседней противоположно направленной внешней, по типу
мембранных спиральных белков. На С–конце внутренних спиралей
3 длинные соединительные петли, содержащие короткие α–спи)
рали, формируют активный центр. Общая длина полипептидной
цепи, составляющей эту часть, составляет около 450 остатков.

К этой структуре у эндоглюканазы D с N–конца жестко при)
креплен меньший по размерам иммуноглобулиноподобный домен
из 90 аминокислотных остатков, уложенных в 8 β–тяжей, струк)
турно родственный по укладке соединительной части между вариа)
бельной и константной частями антител (укладка типа «блинчик с
джемом», содержащая гидрофобное ядро, полностью состоящее из
неполярных ароматических и алифатических остатков) (рис. 2).
Сходные фрагменты встречаются в каталитической части и неко)
торых других представителей семейства 9/Е, например, у фермента
Е4 термофильного актиномицета и, как теперь считают, представ)
ляют собой ЦСД, ассоциированные с КД [117]. Они жестко связаны
с (αα)6–бочкой собственно каталитической части фермента так, что
вход в активный центр является продолжением ЦСД и связываемая
им целлюлозная молекула напрямую ориентируется в активный
центр [117]. По этой причине последовательность этих ЦСД часто
включают в последовательность КД семейства 9/Е2.
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В семействе 10/F структура КД изучена на примере экзоглюка)
назы–ксиланазы С. fimi, а также клостридиальных и стрептоми)
цетных ксиланаз [45, 101, 116]. Их КД также оказались сходными с
ТИМ–бочкой с активным центром, локализованным на С–конце.
Укладка этих ферментов близка к укладке КД семейства 5/А (рис.
2) [55].

Структура небольших по размеру (185 остатков) КД ферментов
семейства 11/G изучена на примере ксиланаз бацилл и грибов р.
Trichoderma [22, 112]. Она состоит из трех β–листов и одной α–спи)
рали. β–листы почти полностью состоят из антипараллельных
тяжей. Листы 1 и 2, содержащие по 5 тяжей каждый, образуют
структуру типа «грудной клетки», в которой второй β–лист уложен
под углом, антипараллельно по отношению к первому и соединен с
ним короткими петлями. Третий лист, состоящий из 6 тяжей, яв)
ляется продолжением второго, но повернут по отношению к нему
на 90о. α–спираль лежит поперек основания третьего листа, причем
два последних тяжа этого листа уложены поверх одной из сторон
спирали. Активный центр растянут между листами 2 и 3 по всей
ширине молекулы. При этом, два тяжа третьего листа выпячива)
ются, образуя «губу» в поперечном активному центру направлении
(рис. 2).

В семействе 12/Н получены данные о структуре эндоглюканаз
грибов Aspergillus и Trichoderma [76, 115]. Укладка КД ферментов этой
группы оказалась сходной с укладкой ферментов группы 11/G,
несмотря на отсутствие гомологии между ними [115].

В немногочисленных семействах 26/I и 44/J структура КД пока
не выяснена.

Следующая группа целлюлаз, для которой известна структура
КД — семейство 45/К. Первым представителем этого семейства с
расшифрованной структурой стала эндоглюканаза V термофильного
гриба Н. insolens [41] (рис. 2). Ее КД имеет размеры 40х 40х25 А

о
 и

состоит из 213 остатков, уложенных в 7 β–тяжей и 6 коротких
α–спиралей. Основным структурным мотивом является 6–тяжевая
β–бочка, сходная с известной укладкой типа «блинчик с джемом»,
но построенная как из параллельных, так и антипараллельных β–тя)
жей. 7–й тяж прикреплен водородными связями к одному из тяжей
основной структуры, но формально не может считаться входящим
в β–бочку. Отмечено сходство последней с 6–тяжевой β–бочкой,
найденной у барвина — защитного белка ячменя, предположительно
являющегося хитиназой (заметим в этой связи, что, согласно
структурной классификации гликозилгидролаз, все хитиназы,
включая растительные, попадают в семейства 18 и 19).
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Первым ферментом семейства 48/L, для которого была расшиф)
рована структура КД, стала СеlF — процессивная целлюлаза мезо)
фильной клостридии, сочетающая свойства эндо– и экзоглюканазы.
Основой ее укладки является (αα )6–бочка, включающая 629 ос)
татков, на N–конце которой распроложен активный центр [79].

Наконец, в последнем, недавно открытом семействе грибных
эндоглюканаз 61/М третичная структура КД пока не установлена.

Таким образом, анализ укладки КД различных семейств цел)
люлаз демонстрирует относительно меньшее разнообразие в срав)
нении с их классификацией, построенной на основе распределения
гидрофобных кластеров, а также сходство этих ферментов с другими
гликозилгидролазами и углеводсвязывающими белками. Наиболее
популярной топологией среди них является полноразмерная или
незавершенная ТИМ {(βα)8}–бочка, встречающаяся у ферментов
семейств 5/А, 6/В, 10/F.

Топология (αα)6–бочки свойственна ферментам семейств 8/D,
9/Е и 48/L, хотя они сильно отличаются размером (отметим, что
такая же топология характерна и для грибной глюкоамилазы
семейства 15) [55].

Ферменты семейств 11/G и 12/Н имеют топологию укладки КД
по типу «грудной клетки». Укладка КД грибных ферментов семей)
ства 7/С характеризуется как β–сэндвич конканавалин А–типа. Эта
топология не имеет точных аналогов среди других целлюлаз, но
свойственна также бактериальным лихеназам (семейство 16). В
целом же структуру КД целлюлолитических семейств 7, 11 и 12
относят к общей категории 12—14–тяжевых β–сэндвичей [55].

Последняя из структур, «закрытая» 6β–бочка семейства 45/К,
хотя и является примером более редкого типа укладки, тем не менее,
по–видимому, возможна у других гликозилгидролаз (хитиназ) и в
определенном отношении сходна со структурой иммуноглобулино)
подобных ЦСД.

Наличие близких типов укладки и локализации функциональ)
ных групп у ферментов разных семейств способствовало их объеди)
нению в суперсемейства или кланы. Среди гликозилгидролаз (GH)
выделено 5 таких кланов: GH–A (семейства 1, 2, 5, 10, 17, 30, 35,
39), GH–B (семейства 7 и 16), GH–C (семейства 11 и 12), GH–D
(семейства 27 и 36) и GH–E (семейства 33 и 34). Так, ферменты,
объединяемые в клан GH–A (иное название — суперсемейство 4/7),
характеризуются общей укладкой по типу эллиптической (βα)8–боч)
ки с главной осью, проходящей между 1–м и 5–м β–тяжами. При
этом функциональные группы, осуществляющие кислотно–основной
и нуклеофильный катализ, расположены у них, соответственно, на
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конце 4–го и 7–го тяжей, что и определило название суперсемейства
[42]. Вероятно, по мере накопления данных о структуре гликозил)
гидролаз  произойдет объединение их семейств в небольшое число
кланов. Вместе с тем, их число, видимо, не будет эквивалентно числу
разных топологических структур. Так, в клан GH–A не включены
α– и β–амилазы (семейства 13 и 14), также имеющие структуру
ТИМ–бочки с активным центром вблизи С–конца, так как они
имеют отличное расположение функционально активных групп.
Наиболее характерно это отличие проявляется у β–амилаз, которые
обращают конфигурацию у С1 в продуктах гидролиза, в противо)
положность ферментам клана GH–A.

КЛАССИФИКАЦИЯ ЦЕЛЛЮЛОЗОСВЯЗЫВАЮЩИХ ДОМЕНОВ

ЦСД — второй по значению и распространению элемент белко)
вой структуры, вовлеченный в процесс трансформации целлюлозы.
Первые данные об их существовании были опубликованы более 20
лет назад [9, 61, 62]. С тех пор число ЦСД, обнаруженных у
ферментов, вовлеченных в деградацию растительных полисахаридов
(целлюлаз, ксиланаз, маннаназ), перевалило за полторы сотни, а
их классификация по структурным признакам насчитывает уже 12
семейств [35].

Локализация ЦСД (на С–, N–конце или в середине белковой
молекулы), присутствие в одной молекуле нескольких идентичных
или даже неродственных ЦСД, наконец, наличие негидроли)
тических белков, состоящих только из повторяющихся ЦСД,
говорят о высокой степени автономности этих структурных блоков
и их самостоятельной функции, а также о том, что их объединение
с КД — относительно недавнее эволюционное приобретение.

Таблица 2 демонстрирует классификацию ЦСД, введенную
специалистами университета Британской Колумбии (Ванкувер).
Она представляет собой модификацию табл. 2 [110], но не претен)
дует на полноту оригинала. Ее цель — показать распространение
ЦСД у различных организмов, разнообразие их структурных форм
и положения в молекулах различных белков.

Как можно видеть, бактериальные ЦСД необычайно разнооб)
разны по длине полипептидной цепи и образуют около десятка
семейств, (семейства II–X), причем семейства II и III дополни)
тельно разделены на подсемейства a и b. Напротив, известные ЦСД
эукариот за небольшим исключением высокогомологичны и состав)
ляют единое семейство I. Кроме ЦСД ферментов базидиомицетов,
несовершенных и анаэробных грибов, сюда входят ЦСД полиса)
харидсвязывающего белка водоросли Porphyris purpurea, фактически
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представляющего собой четырехкрат)
ный повтор грибного ЦСД. Однако в
семействе I нет ни одного представителя
ЦСД прокариот.

Все ЦСД семейства I содержат 35—40
аминокислотных остатков; положение
на С– или N–концах грибных фермен)
тов определяет их несколько отличаю)
щуюся длину и вариабельность N–кон)
цевой части, берущей начало от линкера
или сигнального пептида, соответст)
венно. Согласно данным 2D–ЯМР для
ЦСД целлобиогидролазы I из T. reesei
они образуют клиновидную структуру с
искаженным β–листом из трех корот)
ких антипараллельных тяжей в осно)
вании и выраженными гидрофильной и
гидрофобной плоскостями. Эта струк)
тура стабилизирована по меньшей мере
двумя консервативными SS–связями
(9—26 и 20—36) (рис. 3), и имеет 4 высо)
коконсервативных ароматических ос)
татка на гидрофильной стороне, не ме)
нее трех из которых участвуют в свя)

зывании с целлюлозой [67]. При этом топология грибного ЦСД
идентична укладке низкомолекулярного ингибитора карбоксипеп)
тидаз из картофеля [49], хотя сравнение их последовательностей не
выявляет заметной гомологии. В этой связи следует подчеркнуть
формальное сходство грибных ЦСД с белковыми ингибиторами
протеаз по ряду позиций. Это — высокая или абсолютная консер)
вативность положения цистеинов, видимо определяемая неустой)
чивостью вторичной структуры этих небольших белков в отсутствие
стабилизирующих SS–связей, а также способность к дупликации
[7], нашедшая отражение в тетрамере ЦСД — белке красной
водоросли. Как и для ЦСД, для белковых ингибиторов протеаз также
известно объединение с КД посредством гибкого линкера. Так
построена, например, прокарбоксипептидаза А, содержащая собст)
венный ингибитор [71]. Его отщепление в ходе протеолитической акти)
вации профермента формально аналогично отщеплению ЦСД от КД
целлюлаз путем специфического протеолиза линкера папаином.

Рис.3. Укладка ЦСД семейств
I (целлобиогидролаза I T.
reesei) и II (экзоглюканаза)
ксиланаза Сех С. fimi ).

    Показаны важные для свя)
зывания с целлюлозой аро)
матические остатки [110].
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Высокая степень гомологии ЦСД грибного семейства, их
сочетаемость с шестью семействами грибных КД (5/А1,5, 6/В, 7/С,
10/F, 45/К и 61/М) и относительно небольшие размеры позволяют
сделать вывод об их высокой эффективности и эволюционном
совершенстве.

Семейство II объединяет ЦСД разнообразных бактериальных
ферментов, принадлежащих аэробным и анаэробным бактериям, а
также актиномицетам. ЦСД наиболее многочисленной подгруп)
пы — семейства IIa — сочетаются с КД семейств 5/А1,2,4; 6/В;
9/Е1,2; 10/F; 12/H; 45/К и 48/L. ЦСД подгруппы IIb обнаружены
пока в сочетании только с КД семейства 11/G (ксиланазы, не
обладающие целлюлазной активностью). ЦСД семейства II встре)
чаются не только у целлюлаз и ксиланаз, но и у других ферментов,
вовлеченных в деградацию гемицеллюлоз: арабинозидаз, ацетил)
эстераз, а также у хитиназ. Они обнаружены также в белке, синтези)
руемом при прорастании спор слизевика Dictiostelium discoideum,
представителя низших форм грибов, и это – одно из редких исклю)
чений, когда у эукариот обнаружен ЦСД, не принадлежащий семей)
ству I. В этой связи следует подчеркнуть, что ЦСД семейств I и II
отличаются не только принадлежностью к организмам различной
сложности. Они проявляют и разную специфичность. Согласно
принятой точке зрения грибные ЦСД способны адсорбироваться
на целлюлозе, но не связываются с хитином, тогда как у некоторых
ЦСД семейства II наряду с этим обнаружена способность свя)
зываться с ксиланом или хитином [59]. Это наводит на мысль, что
способность связываться с целлюлозой в действительности может
быть побочной функцией ЦСД белка миксомицета.

Способность некоторых ЦСД семейства II связываться с хити)
ном позволяет провести параллель с полисахаридсвязывающими
доменами глюкоамилаз аспергиллов. Путем ограниченного про)
теолиза от глюкоамилазы I гриба А. awamori var. kawachi, сорби)
рующейся на сыром крахмале и хитине, были отделены небольшие
гликопептидные фрагменты, отвечающие за специфическое связы)
вание с каждым из нерастворимых полисахаридов [50, 124]. Хотя
их структура тогда не была расшифрована, этот факт заставляет
предположить, что грибы и другие эукариоты могут иметь специа)
лизированные домены, отвечающие за сорбцию ферментов на
хитине клеточных стенок, отличные от специфичных ЦСД семей)
ства I, но сходные с хитинсвязывающими ЦСД других семейств.

ЦСД семейства IIa содержат от 95 до 108 аминокислотых
остатков, уложенных, согласно данным 2D–ЯМР для домена из
экзоглюканазы — ксиланазы С. fimi [122], в 10 антипараллельных
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β–тяжей, 9 из которых образуют вытянутую β–бочку размером
40х25х25 А

о
, подобную структуре тендамистата, причем β–тяжи

вытянуты вдоль наибольшего измерения (рис. 3). В структуре ЦСД
обнаружено также коническое углубление с невыясненной функ)
цией, имеющее 7 А

о
 в глубину и 5 А

о
 в основании. Структура доменов

данной группы, как правило, стабилизируется дисульфидной связью
между остатками цистеина, расположенными вблизи С– и N–кон)
цов. В группе IIa высококонсервативны 4 остатка триптофана, 3 из
которых (W14, W34, W68) экспонированы в раствор и доступны для
связывания с целлюлозой. Сайт–специфический мутагенез показал,
что у разных доменов в процесс связывания с поверхностью
целлюлозы непосредственно вовлечены W14 и W34 или W68.

ЦСД подгруппы IIb отличаются от основной подгруппы мень)
шей длиной (86—90 остатков) в результате нескольких небольших
делеций. Наиболее важной из них является потеря 8 остатков у
С–конца, включая высококонсервативный W68. При этом домены
семейства IIb демонстрируют различия в специфичности сорбции:
часть из них связывается только с ксиланом, тогда как другие — и с
целлюлозой, и с ксиланом, и в этой связи данное подсемейство,
вероятно, было бы правильнее называть ксилансвязывающими
доменами, у которых сорбция на целлюлозе является побочной
функцией. Авторы обзора [110] считают, что различия в специфич)
ности сорбции у представителей семейства II могут объясняться
широкими вариациями общего заряда глобулы и его поверхностного
распределения. Впрочем, на первый взгляд это должно сказываться
при сорбции не на целлюлозе, а на глюкуроноксилане, содержащем
отрицательно заряженные заместители в боковой цепи.

Семейство III объединяет ряд относительно крупных ЦСД аэроб)
ных и анаэробных бактерий с длиной полипептидной цепи от 131
до 172 остатков. Оно также состоит из двух подгрупп. Основная под)
группа IIIa объединяет ЦСД целлюлаз, КД которых относят к
семействам 5/А1,2,4; 9/Е1,2; 10/F; 44/J; 48/L. Сюда же входят ЦСД
скаффолдинов — каркасных белков клостридиальных целлюлосом.
В большинстве своем они располагаются на С–конце зрелого белка,
однако у натуральных химер — ферментов бактерии Caldocellum sac)
charolyticum, совмещающих в одной структуре два КД гликозил)
гидролаз разных семейств, ЦСД могут располагаться и в середине,
причем в виде повтора (табл. 2). У скаффолдинов клостридий
они тоже могут располагаться в середине или даже на N–конце мо)
лекулы, причем для одного из них показано связывание с хитином.

Отличие ЦСД подсемейства IIIb заключается в том, что ряд
консервативных ароматических остатков ЦСД основной подгруппы
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в них отсутствует. N–концевой консервативный мотив RY(Y/W)Y
ЦСД IIIa редуцирован в них до RYF. Все они встречаются только в
центральной части молекулы, в сочетании с КД семейства 9/Е2,
причем могут соседствовать с ЦСД семейства IIa. В сравнении с ЦСД
семейств IIa и IIIa эти ЦСД обеспечивают более слабое связывание
с целлюлозой.

Исследование структуры ЦСД семейства III было выполнено на
примере разных белков. ЦСД семейства IIIa из скаффолдина
термофильной клостридии имеет структуру 9–тяжевого β–сэнд)
вича, связывающего ион Са2+. Консервативные остатки амино)
кислот распределяются при этом по двум отдельным поверхностям.
На одной из них они образуют неглубокую выемку, назначение
которой пока не выяснено. На другой стороне выделяется плоская
лента ароматических и полярных остатков, предположительно
контактирующих с тремя соседними целлюлозными молекулами на
поверхности. Основное взаимодействие с 4–мя глюкозными остат)
ками центральной из трех цепей осуществляется вдоль ленты
аминокислотных остатков ЦСД, состоящей из W118, H57, Y67 и
солевого мостика между D56 и R112. В дополнение, две группы
полярных остатков (N10, N16, Q110 с одной стороны, S12 и S133 с
другой) осуществляют взаимодействие с соседними цепями [123].

Представители остальных 7 семейств ЦСД менее распрост)
ранены. В семейство IV входят ЦСД анаэробных и аэробных
бактерий и актиномицетов. Они имеют незначительную гомологию
с ЦСД семейства III и такой же размер (139—168 остатков). Эти ЦСД
найдены только на N–конце молекул ферментов, в том числе в виде
повтора, в сочетании с КД семейств 9/Е1, 6/В и 10/F [75]. Уникаль)
ной особенностью некоторых из них является способность к
связыванию с аморфной (набухшей в фосфорной кислоте), но не
микрокристаллической целлюлозой. По данным гетероядерного
ЯМР структура одного из представителей этого семейства, ЦСД

N1
целлюлазы СеnC C. fimi представляет собой «блинчик с джемом» из
двух β–листов, состоящих из 5 тяжей каждый. β–Тяжи с одной
стороны образуют вогнутый центр связывания длиной до 6 угле)
водных остатков, содержащий гидрофобную полосу, ограниченную
гидрофильными остатками. В отличие от других ЦСД, у доменов
этого типа остатки триптофана не участвуют в связывании [111].

Единственным представителем семейства V является ЦСД
эндоглюканазы Z грам–отрицательной бактерии E. chrysantemi. Он
состоит из 63 остатков и расположен на С–конце фермента,
каталитический домен которого принадлежит к семейству 5/А2.
2D–ЯМР не выявил пространственного сходства этого ЦСД с ЦСД
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других семейств. Подобно грибным ЦСД, он имеет плоскую
поверхность, на которой расположены 2 остатка триптофана и один
тирозин, предположительно ответственные за связывание с цел)
люлозой [24].

Семейство VI объединяет ЦСД клостридиальных ксиланаз се)
мейств 10/F и 11/G, а также β–глюкозидазы А актиномицета. Сюда
же отнесен дуплицированный домен в специфичном к 1,3–β–глю)
каназе факторе коагуляции G–α из гемолимфы краба–подковы. Все
ЦСД этой группы содержат 85—92 аминокислотных остатка и
расположены либо на С–конце, либо в середине полипептидной
цепи. Они могут встречаться в виде повтора. Показано связывание
одного из ЦСД данной группы как с целлюлозой, так и с очищенным
ксиланом.

Семейства VII и VIII содержат по одному представителю ЦСД,
для которых установлена способность к связыванию с целлюлозой:
соответственно, из клостридиальной эндоглюканазы Е (семейство
5/А4 КД) и целлюлазы А слизевика (семейство 9/Е2). Первый имеет
наибольшую среди всех ЦСД длину — 240 аминокислотных остатков
и находится внутри полипептидной цепи фермента, второй анало)
гичен по размерам ЦСД семейств III и IV (152 остатка) и прикреплен
с N–конца.

ЦСД семейства IX обнаружены в виде повтора на С–концах
некоторых термостабильных ксиланаз трех типов термофильных
анаэробных бактерий, КД которых принадлежат к семейству 10/F.
Это относительно большие домены состоящие из 170—189 остатков.

В семейство Х вошли небольшие ЦСД из 51—55 остатков,
найденные на С–концах или в центральной части полипептидной
цепи у бактериальных ферментов (преимущественно из псевдо)
монад), КД которых принадлежат к семействам 5/А1,2; 9/Е1, 10/F,
11/G и 45/К.

В последние годы обнаружены новые типы ЦСД, не уклады)
вающиеся в данную классификацию, которые выделены в семейства
XI и XII [35].

Таким образом, ЦСД различных семейств значительно отлича)
ются длиной полипептидной цепи. Наименьшие ЦСД — у грибов.
Они в 3—7 раз короче бактериальных ЦСД семейств II, III, IV, VI,
VII, IX. Напротив, изученные ЦСД бактерий почти не уступают по
размерам небольшим КД некоторых гликозилгидролаз семейств
11/G, 12/H или 45/К. Более того, для ЦСД семейств II, III, IV
характерны сходные с семейством 45/К мотивы укладки β–тяжей
типа иммуноглобулиновой или «блинчика с джемом». В целом
можно отметить некоторую общность двух типов β–гликансвя)
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зывающих структур — ЦСД и КД гликозилгидролаз: небольшие по
размеру домены, где в поддержании общей пространственной
структуры и организации сайтов узнавания полисахаридной цепи
участвует ограниченное число аминокислотных остатков, имеют
каркас из искаженных β–листов преимущественно антипарал)
лельной укладки. Впервые способ организации ароматических и
других аминокислотных остатков, связывающих хитогексаозу, на
небольшом искаженном β–листе был продемонстрирован более 30
лет назад на примере активного центра лизоцима белка куриных
яиц [34]. С тех пор обнаружено много аналогий среди КД и ЦСД
целлюлаз. Хотя среди семейств КД целлюлаз имеется и ряд таких,
где каркасом служит (αα)6–бочка (8/D, 9/Е, 48/L), это, как правило,
более крупные структуры, содержащие от 350 до 600 остатков. К
тому же, этой структуре часто «помогает» в сорбции 1,4–β–глюкана
жестко фиксированный  иммуноглобулиноподобный домен, как в
случае семейства 9/Е. Таким образом, искаженный антипарал)
лельный β–лист, вполне вероятно, является наиболее компактным
и эволюционно совершенным каркасом для сорбции 6 и более
ангидроглюкозных остатков линейных β–гликанов.

Выше уже отмечалось формальное сходство ЦСД грибов и
низкомолекулярных ингибиторов протеаз. Продолжая эту тему,
можно отметить, что склонность к дупликации, характерная для
ингибиторов, встречается не только у семейства грибных ЦСД. Это
явление весьма характерно и для бактериальных ЦСД различных
семейств, очень часто присутствующих в составе молекул целлюлаз,
ксиланаз, маннаназ в виде повторов. Представляется, что, как и в
случае ингибиторов протеиназ [7], олигомеризация может отражать
особенности укладки β–структур данных элементов, их способность
образовывать устойчивые междоменные связи, обмениваясь гомо)
логичными β–тяжами. Такое явление обнаружено при изучении
высоких концентраций ЦСД семейства IIa в растворе методом
2D–ЯМР [122]. В свою очередь, формальное структурное сходство
ЦСД и ингибиторов протеаз наводит на мысль о возможной
полифункциональности тех и других. Так, для некоторых раститель)
ных ингибиторов протеаз известна способность подавлять актив)
ность полисахаридгидролаз (амилаз) [7].

Прежде чем перейти к анализу других структурных элементов
целлюлаз, кратко остановимся еще на одном аспекте — сравнении
взаимодействия КД и ЦСД с 1,4–β–глюканами. В отличие от КД,
которые, за исключением семейства 10/F, проявляют достаточно
высокую специфичность к структуре глюкозного остатка вблизи
расщепляемой связи, отношение к определенному семейству не
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определяет специфичности связывания ЦСД. Внутри семейств ЦСД
наблюдаются различия в способности к сорбции на 1,4–β–гликанах:
целлюлозе, ксилане, хитине.

При этом общей особенностью углеводсвязывающих структур
этого типа является значительно более сильное взаимодействие с
нерастворимыми полисахаридами в сравнении с их растворимыми
олигомерами. Такой характер взаимодействия свидетельствует о
главном отличии их от КД гликозилгидролаз: центры их связывания,
как правило, плоские или слегка вогнутые, в отличие от глубоких
ложбин или туннелей КД гликозилгидролаз. Ароматические остатки
Trp и Tyr, играющие важную роль во взаимодействии с углеводами,
экспонированы у них наружу, в отличие от КД. Благодаря этому
ЦСД способны одновременно взаимодействовать с несколькими
соседними молекулами полисахарида на поверхности [123], что
принципиально отличает их от КД. За исключением ЦСД

N1
, спе)

цифичного к аморфной целлюлозе, комплексы ЦСД с раство)
римыми лигандами, широко применяемые для изучения структуры
КД в кристалле или в растворе методом 2D–ЯМР, обычно не удается
зарегистрировать достоверно даже при высоких концентрациях
целлоолигосахаридов. В этом, по–видимому, и заключается объяс)
нение открытого более 20 лет назад феномена неспособности
растворимых производных целлюлозы вытеснять целлюлазы из
комплекса с нерастворимым субстратом [9, 11]. Как мы отмечали,
ЦСД на поверхности, возможно, взаимодействуют не с глюкозным
звеном как целым, а с отдельными функциональными группами
звеньев соседних цепей, благодаря чему и обеспечивают необхо)
димую прочность связывания [18]. Кроме того, ЦСД, вероятно, не
имеют барьерных сайтов, искажающих конфигурацию глюкозного
остатка и этим затрудняющих его связывание, что также отличает
их от КД, использующих механизм сорбции с искажением субстрата
для повышения эффективности катализа.

ЛИНКЕРЫ

В большинстве случаев КД и ЦСД целлюлаз и родственных им
полисахаридгидролаз разделены в молекуле белка линкерными
последовательностями. Обычно это гибкие неупорядоченные
цепочки с высоким содержанием пролина и оксиаминокислот (се)
рина и треонина), а также глицина и аланина — т.н. РТ–линкеры,
сходные с экстенсинами растительных клеточных стенок (табл. 3)
[48]. Их длина может варьировать в достаточно широких пределах —
от 5—6 до сотни, но обычно колеблется в диапазоне от 20 до 50
аминокислотные остатков. Во многих линкерах можно выделить
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повторяющиеся 4—7–членные мотивы, куда помимо Р, Т, S могут
входить отдельные положительно или отрицательно заряженные,
либо гидрофобные остатки. Периодичность при высоком содер)
жании пролинов, вероятно, является основой коллагеноподобной
вторичной структуры, свойственной экстенсинам [109], однако
обилие треонинов, служащих сайтами О–гликозилирования, в
сочетании с повышенной гибкостью богатых глицином участков,
не позволяет изучить их структуру в кристалле. Поэтому при
кристаллизации линкерную последовательность вместе с ЦСД
удаляют путем специфического протеолиза. Последний затрагивает
наиболее гибкую часть линкера, вблизи одного из доменов, где
присутствуют остатки G и Р. Как полагают, участки линкера с
жесткой структурой, содержащие большое число оксиаминокислот,
защищены от протеолиза гликозилированием.

Табл. 3 демонстрирует также сходство состава грибных линкеров
с центральной частью полипептидной цепи грибных ЦСД семейства
I (остатки 15—25). В ЦСД эта часть, включающая типичный
линкерный мотив GPT с абсолютно консервативным G16 (встре)
чаемый также на N–конце некоторых доменов и заимствуемый у
предшествующего линкера), представляет собой петлю между двумя
консервативными фрагментами структуры, образующими анти)
параллельный β–лист. Главным отличием этого гибкого участка
цепи ЦСД от типичной линкерной последовательности является
присутствие двух или даже трех цистеинов, которые встраиваются
либо между типичными линкерными остатками, либо вместо одного
из них (пролина) и прочно фиксируют петлю на β–листе. Это
приводит к заключению, что грибные ЦСД образовались при
встраивании в линкерную последовательность двух небольших
структурно–функциональных блоков из ароматических и других
остатков, образующих короткие β–тяжи и β–изгибы, на которых
произошло закрепление линкерной петли путем встраивания
цистеинов.

Функцией линкеров принято считать пространственное разде)
ление КД и ЦСД, обеспечивающее их автономное функциони)
рование на поверхности субстрата. Разделение в пространстве
достигается благодаря жесткой гликозилированной части, а авто)
номность работы обоих доменов обеспечивается гибкой частью,
предположительно действующей в качестве шарнира. Уменьшение
длины линкера почти не влияет на связывание и слабо влияет на
активность ферментов по отношению к нерастворимому субстрату,
но до определенного предела. В частности, у мутантных грибных
целлобиогидролаз I удаление шарнира вместе с жесткой частью
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линкера мало влияло на сорбцию, но снижало активность к нераст)
воримому субстрату [103]. Поэтому роль линкеров, в действитель)
ности, может заключаться не только в том, чтобы разделять домены в
пространстве, но и в том, чтобы обеспечивать согласованную работу
частей молекулярной машины на поверхности целлюлозы.

III. ЦЕЛЛЮЛАЗНЫЕ СИСТЕМЫ НЕСОВЕРШЕННЫХ
ГРИБОВ И БАЗИДИОМИЦЕТОВ

Целлюлазные системы, синтезируемые аэробными грибами,
весьма подробно изучены на примере ферментов рр. Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Humicola, Phanerochaete, Schizophillum и др. [109].
Число определяемых «целлюлолитических» белков в этих системах
иногда исчисляется десятками, однако большинство из них является
гомологами или множественными формами ограниченного набора
основных компонентов, принципиально отличных по структуре и
механизму действия. В составе наиболее изученных комплексов T.
reesei и H. insolens таких компонентов, по имеющимся данным, не
менее 7 : 2 целлобиогидролазы (I и II, семейства 6/В и 7/С КД,
соответственно) и, по крайней мере, по 5 эндоглюканаз: I (7/С); II
(5/A5); III (12/Н), IV (61/М; обнаружена у T. reesei [93]), V (45/K) и
VI (6/В; обнаружена у H. insolens [96]). Похожие ферменты найдены
и у других грибов. Часть из них, помимо КД, несет ЦСД семейства
I, причем у разных грибов ЦСД, видимо, не закреплены за строго
определенными семействами КД. Кроме того, в составе целлюло)
литической системы грибов обнаруживается ряд ксиланаз (се)
мейства 10/F и 11/G) и маннаназ (5/А1), по крайней мере часть из
которых также несет ЦСД. Общее же число генов, вовлеченных в
процесс разложения растительного субстрата и более или менее
координированно индуцируемых целлюлозой, целлобиозой, лак)
тозой, софорозой или арабитом и репресссируемых глюкозой,
составляет более полутора десятков, причем они разбросаны по
разным хромосомам гриба. Помимо cbh1, cbh2, egl1, egl2, egl3, egl4,
egl5, xyn1, xyn2, man1, соответствующих названным выше ферментам
T. reesei, это bgl1 и bxl1 (β–глюко– и ксилозидаза), axe1 (ацетил)
ксиланэстераза), glr1 (β–глюкуронидаза), arf1 (α–L–арабино)
фуранозидаза), agl1, agl2, agl3 (α–галактозидазы), участвующие в
отщеплении заместителей в основных цепях гемицеллюлоз [80].
Однако мы ограничимся рассмотрением лишь тех из них, которые
несут ЦСД.

Механизм взаимодействия различных типов целлюлаз в процессе
деградации упорядоченной целлюлозы, а также характерное для
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целлюлазных систем явление синергизма обсуждается уже более трех
десятков лет [120]. Попытки свести все наблюдаемые феномены к
эндо–экзо–синергизму, характерному для амилаз при деградации
крахмала, встречают многочисленные контрдоводы. В этой связи
уместно напомнить о гораздо большем разнообразии структурных
типов целлюлаз по сравнению с амилазами. Иногда трудно даже
провести параллель между эндо– и экзогидролазами, участвую)
щими в процессах деградации крахмала и целлюлозы. Привычные
представления об эндогликаназах, как неупорядоченно действую)
щих ферментах, сохраняющих конфигурацию аномерного центра
в процессе гидролиза, и экзогликаназах, как ферментах, обра)
щающих конфигурацию и действующих с невосстанавливающего
конца полимерного субстрата, сформулированные на примере α–,
β– и глюкоамилаз [19], были существенно скорректированы при
изучении целлюлолитических ферментов. Продемонстрируем
особенности действия компонентов целлюлолитических систем
грибов на примере наиболее изученной системы почвенного гриба
T. reesei, сопоставляя их, по возможности, с ферментами других
грибных продуцентов.

Основным компонентом грибных целлюлазных систем является
целлобиогидролаза I. По механизму действия она весьма далека от
соответствующей экзогидролазы амилолитической системы – β–ами)
лазы. Как и эндоглюканазы, принадлежащие к общему с ней
семейству 7/С, грибная целлобиогидролаза I сохраняет конфи)
гурацию расщепляемой связи в продуктах реакции и катализирует
процессы трансгликозилирования [63]. Низкомолекулярные субст)
раты она атакует преимущественно вблизи восстанавливающего
конца [23, 104, 114]. В катализе участвуют остатки E212, D214 и E217,
аналогичные E35 и D52 лизоцима [43, 104].

Особенностью целлобиогидролазы I является активный центр,
представляющий не обычную для эндогликаназ ложбину, а сквозной
туннель вдоль вогнутой части β–сэндвича, перекрытый сверху
гибкими петлями, сшитыми 9–ю SS–мостиками [43]. Путем изу)
чения структуры комплексов неактивного КД с двумя молекулами
целлотетра– или пентаозы в активном центре найдено 10 отдель)
ных субсайтов связывания глюкозных остатков: от –7 до +3. Субсайт
–7 расположен вне туннеля и содержит доступный снаружи остаток
W40, облегчающий первичный захват цепи субстрата. 3 других
субсайта также содержат остатки W, взаимодействующие с гидро)
фобной частью глюкозных остатков. Субсайт –1 неудобен для
нативной конформации пиранозного кольца и в комплексах сво)
боден. Внутри туннеля целлюлозная цепь, по–видимому, повернута
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на 180о и ее нативная конформация искажена, причем свободное
вращение остатков глюкозы там невозможно [105].

Предполагаемый механизм катализа включает связывание
целлононамера на субсайтах от –7 до +2, образование целлобиозы
на аглюконовых участках +1 и +2 и карбокатиона гептамера на
субсайтах –7 — –1, его ковалентное связывание с остатком E212,
гидролиз гликозилфермента и десорбцию продуктов [118].

Фермент не проявляет абсолютной специфичности к положе)
нию 4–ОН у углеводного остатка, локализуемого на субсайте –2:
он может действовать на флуорогенные производные как целло)
биозы, так и лактозы. Имеется довольно большое число данных о
том, что целлобиогидролаза I способна генерировать на поверхности
целлюлозы новые концевые группы, что свидетельствует у нее,
помимо экозгидролазных, также эндогидролазных свойств [23].
Однако пока совершенно неясно, как это возможно при туннельной
структуре активного центра.

Именно целлобиогидролаза I необходима для расщепления
нативной целлюлозы, причем в этом процессе участвуют все три ее
составные части – КД, С–концевой ЦСД и линкер. Предполагалось,
что фермент использует свободную энергию гликозидной связи для
разрушения кристаллической структуры субстрата, подобно АТФазе
миозина, использующей гидролиз АТФ для сокращения мышц [66],
однако как именно она может это делать, неясно.

У другой экзоглюканазы грибов — целлобиогидролазы II актив)
ный центр, образуемый двумя устойчивыми поверхностными
петлями на жесткой структуре незавершенной ТИМ–бочки (се)
мейство 6/В), имеет форму более короткого туннеля длиной 20 А

о
.

Внутри него расположены четыре сайта связывания глюкозных
остатков: –2, –1, +1 и +2 (нумерация от расщепляемой связи).
Кроме того, еще один сайт связывания для остатка +4, судя по
результатам моделирования, имеется снаружи туннеля. Связывание
обеспечивается 4–мя остатками W: 135 (–2), 269 (+1), 367 (+2) и
272 (+4). Такая структура соответствует отщеплению ферментом
дисахарида с восстанавливающего конца полимерной молекулы
субстрата, аналогично бета–амилазе. Подобно ей данный фермент
катализирует гидролиз гликозидных связей с обращением конфи)
гурации у аномерного углерода. В гидролизе, согласно структурным
исследованиям и результатам мутагенеза, участвуют остатки D175
и D221, причем последний, очевидно, действует в качестве общего
кислотного катализатора. Консервативный Y169 на субсайте –1
также вовлечен в катализ и, предположительно, обеспечивает
искажение конформации глюкозного остатка, предшествующего
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расщепляемой связи. Он также влияет на протонирование остатка
D221 [87].

W135 на субсайте –2, как показано мутагенезом, влияет и на
связывание субстрата, и на скорость катализа. Прочная сорбция
глюкозного остатка своей более гидрофобной β–плоскостью на
этом субсайте необходима для эффективного расщепления глико)
зидной связи. Это сближает данный фермент с яичным лизоцимом,
у которого остаток W на  субсайте –2 также необходим для эффек)
тивного катализа. С другой стороны, особенностью целлобио)
гидролазы II является остаток W272 на субсайте +4 снаружи туннеля,
важный, как предполагается, для проявления активности фермента
по отношению к кристаллической целлюлозе [65]. Фермент содер)
жит N–концевой ЦСД семейства I. Специфичность целлобио)
гидролазы II узкая – фермент не действует на гетерозидную связь
во флуорогенных производных целлолигосахаридов, не расщепляет
лактозиды.

Одна из двух основных эндоглюканаз T. reesei, эндоглюканаза I,
принадлежит тому же семейству, что и целлобиогидролаза I (7/C),
и имеет близкую третичную структуру. Однако у нее отсутствуют
протяженные петли, формирующие активный центр туннельного
типа на вогнутой части β–сэндвича целлобиогидролазы I. Как
следствие, фермент имеет лизоцимоподобный активный центр в
виде щели. Он также сохраняет конфигурацию у аномерного
углерода при расщеплении гликозидной связи. Эндоглюканаза I
расщепляет как целлобиозид, так и лактозид 4–метилумбеллифе)
рона, а на ксилане имеет такую же активность, как и при исполь)
зовании производных целлюлозы [31]. При гидролизе фермент
отдает предпочтение внутренним связям в целлотетра– — цел)
логексаозе, а в присутствии высоких концентраций целлотриозы
(12—20 мМ) обладает способностью к трансгликозилированию [31].
На ксилотри– — ксилогексаозе он проявляет специфичность к
гидролизу второй от восстанавливающего конца связи, предпочитая
более длинные субстраты из этого ряда. У различных грибов
фермент может содержать С–концевой ЦСД семейства I (T. reesei)
или не содержать его (H. insolens) [96].

Эндоглюканаза II грибных целлюлазных систем принадлежит
семейству 5/А5 с характерной структурой ТИМ–бочки и располо)
жением активного центра на концах 4–го и 7–го β–тяжей. По
специфичности и типу действия на целлоолигосахариды она
заметно отличается от эндоглюканазы I. В частности, она строго
специфична к производным целлюлозы. Подобно целлобиогид)
ролазе II она не расщепляет гетерозидную связь во флуорогенных



Целлюлазы и механизм деградации целлюлозы 243

производных целлобиозы, но более специфична к восстанав)
ливающему концу целлотетра– и гексаозы [31]. В пентасахариде она
предпочтительно гидролизует 2–ую от восстанавливающего конца
связь. У эндоглюканазы II из H. insolens наблюдается выраженное
предпочтение к целлоолигосахаридам с длиной цепи не менее 6,
тогда как эндоглюканаза I этого гриба почти с одинаковой ско)
ростью расщепляет тетра– — гексаозу [96] Эндоглюканаза II более
эффективно снижает степень полимеризации КМ–целлюлозы [94].
Реакции переноса с участием целлотриозы для нее значительно
менее характерны, чем для эндоглюканазы I, хотя и возможны. В ее
составе имеется N–концевой ЦСД семейства I [110].

4 упомянутых выше компонента являются основными в фер)
ментной системе T. reesei и синтезируются грибом синхронно в
соотношении примерно 6 : 1,5 : 1 : 1 [106], хотя их гены расположены
на разных хромосомах,. На этом основании логично приписать
именно этим ферментам основную роль в синергической дегра)
дации упорядоченной целлюлозы. Однако помимо них у грибов
найдены по меньшей мере 3 минорных типа эндоглюканаз. Не
исключено, что они не важны для гидролиза целлюлозы, а, напри)
мер, нужны для образования индуктора целлюлаз. Однако без их
рассмотрения картина ферментных комплексов грибов была бы
неполной.

Грибная эндоглюканаза III представляет собой (по данным для
T. reesei [115]) не содержащий ЦСД небольшой белок из 218
остатков, уложенных в β–сэндвич типа «грудной клетки» (семейство
12/Н). В продуктах гидролиза данный тип ферментов сохраняет
конфигурацию расщепляемой связи у аномерного гидроксила,
подобно эндоглюканазам I и II. У H. insolens этот фермент является
наименее активным из всех изученных эндоглюканаз, однако име)
ются предварительные данные, что у гриба Penicillium verruculosum
он обладает высокой эндогидролазной активностью [1]. Его актив)
ный центр, расположенный в глубоком каньоне между β–листами,
может вмещать 5 глюкозных остатков. Отмечается его относительно
высокая склонность к реакциям трансгликозилирования [96].

Эндоглюканаза IV T. reesei, принадлежащая к новому семейству
61/М, охарактеризована сравнительно недавно, и пока нет данных
о ее пространственной структуре и механизме катализа. Известно,
что фермент содержит С–концевой ЦСД, присоединенный к КД
через линкерную последовательность. Аналогичный белок обна)
ружен и у культурного шампиньона Аgaricus bisporus [93].

Эндоглюканаза V детально изучена на примере ферментов из T.
reesei и H. insolens и обнаружена у других грибов [97]. Этот фермент
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имеет небольшой КД, уложенный в 6β–бочку (семейство 45/К), и
ЦСД семейства I на С–конце. Активный центр в виде канала
вмещает 6 сайтов связывания глюкозных остатков (от –4 до +2).
Подобно активному центру яичного лизоцима, он включает трех)
тяжевый фрагмент в виде β–листа, в среднем тяже которого
расположен каталитически активный остаток D121 [41]. Однако в
отличие от лизоцима и большинства эндоглюканаз данный фермент
обращает конфигурацию у аномерного центра в продуктах гид)
ролиза. Предположительно, обращение происходит за счет атаки
гликозидного кислорода молекулой воды, координированной
остатком D10. У H. insolens фермент имеет наивысшую среди всех
эндоглюканаз активность по отношению к КМ–целлюлозе и другим
производным целлюлозы. Для аналогичного фермента из T. reesei
также показана узкая специфичность к производным целлюлозы.
Он не расщепляет ксиланы, маннаны и галактоманнаны [100], не
действует на гетерозидную связь во флуорогенных производных
целлоолигосахаридов.

Особенностью ферментной системы H. insolens является не
найденная у других грибов эндоглюканаза VI, родственная по
структуре целлобиогидролазе II и ряду бактериальных эндоглюканаз
семейства 6/В. Фермент не содержит ЦСД. Он является наиболее
высокоактивным на целлогексаозе, сохраняя по отношению к
пента– и тетрамеру в 15 и 300 раз меньшую активность, соответст)
венно. Подобно целлобиогидролазе II фермент предпочтительно
расщепляет вторую с невосстанавливающего конца гликозидную
связь, обращая конфигурацию у аномерного центра [96].

Приведенные данные говорят о принципиальных различиях в
строении амилолитической и целлюлолитической ферментных
систем у грибов. Если у амилаз эндоферменты (α–амилазы) отно)
сятся к общему семейству 13 (ТИМ–бочка) и сохраняют конфи)
гурацию у аномерного центра в процессе гидролиза, то эндоцел)
люлазы из одного и того же источника имеют самые разнообразные
структуры. При этом ферменты, имеющие структуру ТИМ–бочки
(семейство 5), β–сэндвича (семейство 7), «грудной клетки» (се)
мейство 12), сохраняют конфигурацию при С1, тогда как эндо)
ферменты семейств 6 (незавершенная ТИМ–бочка) и 45 (β–бочка)
обращают ее. Функция экзоферментов у амилаз и целлюлаз грибов
также существенно различается. Грибным амилолитическим систе)
мам свойственно присутствие глюкоамилаз: ферментов, несущих
полисахаридсвязывающий домен и КД семейства 15 со структурой
(αα)6–бочки, катализирующий расщепление гликозидной связи с
обращением конфигурации при аномерном центре продукта реак)
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ции – глюкозы. У грибных целлюлаз функцию экзогидролаз выпол)
няют целлобиогидролазы, формально аналогичные образующим
дисахарид (мальтозу) растительным и бактериальным β–амилазам
(семейство 14), причем аналогия распространяется только на цел)
лобиогидролазы II (семейство 6), обращающие конфигурацию при
С1 и имеющие сходную (но не идентичную) с β–амилазами укладку
в виде незавершенной ТИМ–бочки. Основная грибная экзоцел)
люлаза — целлобиогидролаза I (семейство 7) — сохраняет конфи)
гурацию при С1 и имеет укладку типа бактериальных 1,3(4)–β–глю)
каназ, т.е. не имеет аналогий в амилолитических системах. Вероятно,
принципиально разные типы КД и механизмов действия основных
экзогидролаз (глюкоамилазы в амилазных и целлобиогидролазы I
в целлюлазных системах грибов) отражают адаптацию микроор)
ганизмов к особенностям укладки надмолекулярных структур
спирализованных 1,4–α–глюканов с одной стороны и линейных
1,4–β–глюканов — с другой.

В контексте состава целлюлазной системы грибов упомянем
также те из более чем десятка грибных гемицеллюлаз [57], которые
несут ЦСД и, следовательно, вовлечены в реакции на поверхности
целлюлозы. Известны, по крайней мере, 2 типа таких ферментов –
это ксиланаза Fusarium oxysporum (семейство 10/F) [39] и β–манна)
наза T. reesei (семейство 5/А1). Упоминается также о наличии ЦСД
и линкерной последовательности в составе ацетилксиланэстеразы
T. reesei [46]. Не исключено, что эти ферменты участвуют в дегра)
дации той части ксиланов и маннанов, которая тесно ассоциирована
с поверхностью целлюлозы и потому имеет более упорядоченную
надмолекулярную структуру [107]. Мы рассмотрим только грибные
ксиланазы семейств 10/F и 11/G, как наиболее распространенные.

Эти ферменты отличаются по характеру действия на метилглю)
куроноксилан и родименан (1,3(4)–β–ксилан). Более высоко)
молекулярные ферменты семейства 10 образуют из этих субстратов
в качестве минимальных фрагментов альдотетрауроновую кислоту
и (Xyl)

3
 с центральной 1,3–β–связью, соответственно. Низкомо)

лекулярные ферменты семейства 11 из T. reesei и стрептомицетов
образуют, соответственно, пентамер и (Xyl)

4
. Это означает, что

субстрат–связывающий участок активного центра у ксиланаз
семейства 10 меньше, чем у семейства 11, несмотря на больший
размер КД со структурой ТИМ–бочки. Ферменты семейства 10
также более толерантны к С5–замещению в пиранозном кольце,
предшествующем расщепляемой связи, и некоторые из них превра)
щают соответствующие β–глюкозиды, а не только ксилозиды, чего
не наблюдали у ферментов семейства 11 [39]. Показана способность
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некоторых ферментов семейства 10 отщеплять ароматический хромо–
или флуорофор от β–целло– или –ксилобиозидов. Сходные укладка
(ТИМ–бочка) и строение активного центра у ферментов семейств 10
и 5 клана GH–A (куда входят, в частности, эндоглюканаза II и β–
маннаназа T. reesei), делают возможным их эволюцию от общего
прешественника [33].

Оба семейства ферментов (10 и 11) сохраняют конфигурацию
при аномерном центре. Ферменты семейства 10, по–видимому,
более предпочтительно действуют вблизи восстанавливающего
конца полимера, подобно грибной эндоглюканазе II. Их активный
центр имеет форму расщелины и состоит, по данным [38] из 6 сайтов
связывания пиранозных остатков: –2, –1, +1, +2, +3, +4. Протя)
женность агликоновой части активного центра согласуется со
способностью ферментов к трансгликозилированию при низких
концентрациях акцептора.

Небольшие по размерам ксиланазы II грибов, принадлежащие
к семейству 11, видимо, не сочетаются с грибными ЦСД семейства
I, как и грибные эндоглюканазы III семейства 12, входящие в тот
же структурный клан GH–C. Однако их целесообразно рассмотреть
в общем контексте, т.к. у аэробных бактерий аналогичные ферменты
могут содержать ЦСД семейства IIb (табл. 2). Активный центр в виде
ложбины образован у них завернутыми краями β–сэндвича и
содержит два каталитически активных остатка E86 (предположи)
тельно нуклеофил) и E177 (предположительно общий кислотно–
основной катализатор). В процессе катализа активный центр
претерпевает значительные конформационные изменения, в ходе
которых изменяется положение остатков Y137 и L164. В конфор)
мации, подготовленной для связывания субстрата, активный центр
открыт, затем при связывании он захлопывается, причем катали)
тически активный остаток E177 в этих условиях меняет положение
в зависимости от рН. Наконец, в т.н. «ослабленной» конформации
активный центр частично приоткрыт, что делает возможной диф)
фузию отщепленной части субстрата [91]. В связывании остатков
ксилозы участвуют по меньшей мере 2 консервативных остатка W,
один из которых расположен ближе к N–, а второй – к С–концу
полипептидной цепи, в области активного центра [70].

Завершим на этом анализ грибных целлюлазных систем и
перейдем к ферментам аэробных бактерий и актиномицетов,
имеющих с ними ряд общих черт.
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IV. ЦЕЛЛЮЛАЗНЫЕ СИСТЕМЫ АКТИНОМИЦЕТОВ
И АЭРОБНЫХ БАКТЕРИЙ

Эти ферменты наиболее изучены у бактерий Cellulomonas fimi и
Pseudomonas fluorescens subsp. сellulosa и актиномицета Thermomo)
nospora fusca.

Грам–положительная бактерия С. fimi образует эндоглюканазы
CenA, В, С и D, целлобиогидролазы CbhA и B, экзоглюканазу–
ксиланазу Сех и ксиланазы XynD1 и XynD2 [59,109]. Их молекулы
являются модульными, имеют длину полипептидной цепи от 400
до почти 1100 остатков и различную степень сложности. СеnA имеет
КД семейства 6/B и N–концевой ЦСД типа IIa, разделенные
линкером. СеnB – большой мультидоменный белок с КД семейства
9/Е2 и жестко связанным с ним ЦСД типа IIIb, а также С–концевым
ЦСД типа IIa. Между обоими ЦСД лежат разделенные линкерами
три повтора фибронектин III–подобного домена, предположитель)
но отвечающие за связывание фермента на клеточной мембране
либо за образование внеклеточного мультисубъединичного комп)
лекса ферментов. СеnС имеет КД семейства 9/Е1 и N–концевой
повтор ЦСД типа IV, разделенные линкером. Этот тип ЦСД специ)
фичен к аморфной, но не кристаллической целлюлозе. КД СеnD
относится к семейству 5/А1, а С–концевой ЦСД – к семейству IIa;
между ними расположены два фибронектин III–подобных домена.

Среди экзогидролаз C. fimi необычной субстратной специфич)
ностью обладает Сех семейства 10/F, расщепляющая как целлюлозу,
так и ксилан. Фермент имеет С–концевой ЦСД семейства IIa, как
и другие экзогидролазы этого организма – Cbh A и B. Последние
являются типичными целлобиогидролазами, содержащими катали)
тические домены семейств 6/В и 48/L, соответственно. Особен)
ностью ЦСД Сех является его способность к прочной сорбции не
только на кристаллической целлюлозе, но и на хитине, и более
слабая сорбция на аморфной целлюлозе. Сех проявляет опреде)
ленное сходство с целлобиогидролазой I грибов, в частности, в
локализации ЦСД на С–конце и в образовании продукта–дисаха)
рида с сохранением β–конфигурации при аномерном центре.
Однако она действует с невосстанавливающего конца полимерного
субстрата, в противоположность грибной целлобиогидролазе I. В
ее активном центре на расстоянии 5,5 А

о
 локализованы 2 остатка

глутаминовой кислоты, выполняющие роль кислотно–основного
(E127 в паре с H205) и нуклеофильного (Е233) катализаторов [72].

ЦСД типа IIa эндоглюканазы СеnA стал первым примером, на
котором удалось независимо подтвердить наши данные [82] о
способности ЦСД целлюлаз к некаталитическому диспергированию
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целлюлозы. Авторам работы [59] удалось показать, что отщепление
ЦСД от СеnA вызывает повышение активности фермента к аморф)
ной и растворимой КМ–целлюлозе при одновременном значи)
тельном снижении ее по отношению к микрокристаллической
целлюлозе. Изолированный ЦСД обладал способностью образовы)
вать мелкие частицы из более крупных частиц целлюлозы при пол)
ном отсутствии гидролиза, причем добавление его вместе с КД СеnА
значительно усиливало действие последнего на микрокристалли)
ческую целлюлозу. Таким образом, получили подтверждение наши
данные о том, что ЦСД не только удерживает КД на поверхности,
но и непосредственно участвует в разрушении целлюлозы [60].

У С. fimi охарактеризованы также две специфичные ксила)
назы семейства 11/G, отличающиеся положением ЦСД типа IIb –
на С–конце или в середине полипептидной цепи.

Относительно более простая целлюлазная система термофиль)
ного актиномицета T. fusca содержит 6 компонентов Е1–Е6,
содержащих ЦСД семейства II. У Е3 (семейство КД 6/В), Е5 (5/А2)
и Е6 (48/L) он расположен на N–, а у Е1 (9/Е1), Е2 (6/В) и
Е4(9/Е2) – на С–конце. Два фермента, Е3 и Е6 являются экзоцел)
люлазами, причем первый действует с невосстанавливающего, а
второй – с восстанавливающего конца полимера. Три фермента, Е1,
Е2 и Е5 являются эндоцеллюлазами, тогда как Е4 по типу действия
имеет промежуточные свойства и способен усиливать действие как
эндо–, так и экзоцеллюлаз. Сходство этой системы с системой С.
fimi объясняют конвергентной эволюцией, т.к. за исключением Е4
и СеnB, имеющих 80%–ную гомологию, у целлюлаз обоих организ)
мов вряд ли были общие предшественники [117].

Помимо глюканаз, в состав целлюлазной системы актиномицета
входит также высокотермостабильная ксиланаза А, относящаяся к
семейству 11/G и несущая ЦСД семейства IIb.

Среди других актиномицетов строение целлюлазной системы
наилучшим образом изучено у S. lividans. Система ферментов этого
организма весьма напоминает систему T. fusca. У стрептомицетов
найдены также целлюлазы семейств 5/А2, 6/В, 9/Е1 и содержащая
ЦСД типа IIb ксиланаза семейства 11/G. Вместе с тем, у них пока
не найдены ферменты, аналогичные экзоглюканазе Е6 и ферменту
Е4 термофильного актиномицета. Зато дополнительно обнаружены
маннаназа (5/А4), ксиланаза (10/F), не содержащие ЦСД, а также
ацетилксиланэстераза и хитиназа, несущие ЦСД семейств IIb и IIa,
соответственно. Обнаружена также эндоглюканаза семейства 12/G,
причем, в отличие от аналогичных грибных эндоглюканаз III, у
стрептомицетов фермент данной группы содержит ЦСД [110].
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Целлюлазные системы С. fimi и актиномицетов можно рассмат)
ривать как переходные между системами грибов и бактерий. Хотя у
них нет характерных для грибов целлобиогидролазы I и эндоглю)
каназы I, принадлежащих семейству 7/С, их роль выполняют
аналогичные ферменты других семейств, в частности, действующая
с восстанавливающего конца экзогидролаза семейства 48/L. Общим
же является наличие ферментов семейства 6/В, родственных гриб)
ной целлобиогидролазе II. У Т. fusca и C. fimi, как и у термофильного
гриба H. insolens имеются как экзо– так и эндоглюканазы этого
семейства ферментов, специфичных к невосстанавливающему
концу и обращающих конфигурацию при аномерном центре.

Незавершенная ТИМ–бочка эндоглюканазы Е2 термофильного
актиномицета T. fusca отличается от аналогичной структуры грибной
целлобиогидролазы II тем, что у нее укорочены петли, перекры)
вающие туннель активного центра, из–за чего последний имеет
форму ложбины [117]. Данная эндоглюканаза имеет высокую
активность по отношению к растворимой КМ–целлюлозе и аморф)
ной целлюлозе, но слабо расщепляет кристаллический субстрат.
Высказано предположение, что активность по отношению к послед)
нему может лимитироваться его проникновением в активный центр
[125]. Для проверки этой гипотезы получены мутанты Е2 по
аминокислотным остаткам, расположенным у входа в активный
центр и предположительно принимающим участие в связывании
углеводов. Хотя ни одна из мутаций не привела к изменению
скорости гидролиза кристаллической целлюлозы, выяснилось, что
остаток W16 на поверхности глобулы важен для гидролиза аморфной
целлюлозы. Кроме того, удалось показать, что ограничение подвиж)
ности петли, накрывающей активный центр, в мутанте G87A
вызывает наибольшее снижение активности фермента (в 25 раз),
хотя и не влияет на связывание субстратов. Таким путем впервые
удалось продемонстрировать прямую связь между движением петель
полипептидной цепи и активностью фермента. В активном центре
этого обращающего конфигурацию фермента идентифицирован ряд
важных для катализа карбоксильных групп, в частности, протон)
донорный остаток D117 и остаток D156, предположительно повы)
шающий его рК. На роль общего основного катализатора претендует
карбоксилат–анион D79 [119], тогда как мутация D265 полностью
исключает связывание лигандов в активном центре. Мутация
углеводсвязывающего остатка Е263 снижает сродство к субстрату,
но повышает активность фермента по отношению к растворимой
КМ–целлюлозе, что показывает его участие в непродуктивном
связывании субстрата. Разрушение же водородной связи между Y73
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и глюкозным остатком на субсайте –1, искажающем нативную
конформацию пиранозного кольца, напротив, увеличивает сродство
к субстрату, но снижает скорость его превращения.

Фермент Е4 T. fusca, относящийся к семейству 9/Е2, не имеет
аналогов среди грибных целлюлаз. Его КД представляет собой
(αα)6–бочку, у которой петли на С–конце внутренних спиралей
формируют активный центр. С N–конца к ней жестко прикреплен
иммуноглобулиноподобный ЦСД из 90 остатков, уложенных
в 8 β–тяжей. При этом вход в активный центр является продолже)
нием ЦСД. Таким образом, активный центр состоит как бы из двух
частей – относительно плоской, характерной для ЦСД, и щеле)
видной, свойственной КД.

Бактерия P. fluorescens subsp. сellulosa образует целлюлоли)
тическую систему, еще менее сходную с системой грибов. В нее
входят по меньшей мере 3 эндоглюканазы, целлодекстриназа, 5
ксиланаз и 4 маннаназы, в дополнение к широкому спектру фер)
ментов, отщепляющих боковые группы в гемицеллюлозах. Все
эндоглюканазы и целлодекстриназа, выявленные у этого микроор)
ганизма, помимо КД, принадлежащих семействам 5/А1 (СеlC), 5/А2
(СеlE), 9/Е1 (СеlA) и 45/К (CelB), содержат также ЦСД семейства
IIa (на N–конце у СеlB,C, на С–конце у остальных) и допол)
нительно небольшой внутренний ЦСД семейства Х. Единственная
изученная маннаназа содержит только КД редкого семейства 26/I.
В противоположность ей 5 изученных ксиланаз имеют сложное
строение. Ксиланаза А принадлежит семейству 10/F, действует,
очевидно, с восстанавливающего конца и способна к трансгли)
козилированию при относительно низких концентрациях субстрата.
Особенностью ее структуры является наличие Са2+–связывающего
сайта, формируемого седьмой петлей ТИМ–бочки КД [121]. Она
несет N–концевой ЦСД семейства IIа и внутренний ЦСД семейства
Х, как и эндоглюканазы. В отличие от нее XynB/C и XynD, принад)
лежащие тому же семейству 10/F, имеют только N–концевой ЦСД
типа IIa, а XynE семейства 11 – только С–концевой ЦСД типа Х.
Некоторые ксиланазы также содержат второй КД, гомологичный
ризобиальному NodB–белку и выполняющий функцию ацетилкси)
ланэстеразы [47]. Эстераза и арабинофуранозидаза также содержат
ЦСД типа II и еще один домен неизвестного назначения.

Отметим сходство двух ферментов псевдомонад — эндоглюка)
назы семейства 5/А5 Р. solanacearum и СеlB P. fluorescens (семейство
45/К) — с типичными ферментами грибов — эндоглюканазами II и
V T. reesei и H. insolens. Однако этими ферментами сходство с
грибами исчерпывается.
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Еще более удалены от грибных ферментные системы бацилл и
фитопатогенных бактерий р. Erwinia. У хорошо изученных бацилл
найдены эндоглюканазы семейств 5/А1,2,4; 8/D и 44/J, ксиланазы
семейств 10/F и 11/G, маннаназа семейства 26/I, причем 2 типа
ферментов (5/А2; 44/J) имеют С–концевые ЦСД типа IIIa. С–кон)
цевой ЦСД типа VI найден у неклассифицированной бациллярной
ксиланазы [109, 110]. У Erwinia охарактеризованы сходные с
бациллярными эндоглюканазы семейств 5/А2, 8/D и эндоглюканаза
семейства 12/G, подобная эндоглюканазам III грибов и, так же как
и они, лишенная ЦСД. Ферменты семейства 5/А2 у разных родов
Erwinia могут нести разные С–концевые ЦСД – типа IIIa как у
бацилл, либо уникального типа V,  встречающегося только у CelZ
E. chrysanthemi. Уникальность структуры ЦСД V, вероятно, связана
не только с его прямой функцией, но и с предполагаемой ролью в
секреции CelZ [24].

Подчеркнем, что в ферментных системах псевдомонад, бацилл
и Erwinia не найдены целлобиогидролазы. Поэтому их функция,
вероятнее всего, не сводится к трофической. Некоторые из фер)
ментов, видимо, участвуют в фитопатогенезе, облегчая проникно)
вение микроорганизма в клетку хозяина, либо образуя сигнальные
молекулы–олигосахарины, регулирирующие фитоиммунные реак)
ции [8]. В этой связи особый интерес представляет структурное
сходство отдельных эндоглюканаз и ксиланаз сапрофитных грибов
и фитопатогенных бактерий, возможно, проливающее свет на
истинную функцию многочисленных компонентов целлюлолити)
ческой системы. Напомним и о структурном сходстве ЦСД и
растительных ингибиторов протеиназ, участие которых во регуля)
ции взаимоотношений растения и патогена считается доказанным.

В завершение рассмотрим примеры, которые можно считать
переходными от неассоциированных ферментных систем аэробных
организмов к агрегированным системам анаэробов. Речь пойдет о
белках, объединяющих несколько КД. Наличие в одной полипеп)
тидной цепи нескольких модулей со сходными или различными,
иногда сопряженными ферментативными функциями весьма
распространено у бактерий, у которых организация генов родст)
венных ферментов в кластеры упрощает дупликацию или слияние
генов. Так, у анаэробной бактерии Fibrobacter succinogenes ксиланаза
С состоит из двух КД семейства 11/G и третьего домена невыяс)
ненной природы [70]. Первый из доменов активен по отношению к
ксилану, второй – к арабиноксилану. У другого анаэроба Rumino)
coccus flavefaciens ксиланаза А состоит из N–концевого домена
семейства 11/G, образующего ксилоолигосахариды при гидролизе



М.Л.Рабинович, М.С.Мельник252

ксилана, и С–концевого домена семейства 10/F, образующего
ксилозу. Ксиланаза D содержит тот же N–концевой домен, но при)
соединенный к С–концевой 1,3(4)–β–глюканазе. Еще одним при)
мером являются ксиланазы псевдомонад, NodB–подобные домены
которых выполняют роль сопряженного фермента — ацетилксилан)
эстеразы [47], воплощенной у грибов в виде отдельного белка [32].

Особенно характерно образование натуральных химер для
бактерии C. saccharolyticum [30]. Помимо мономерных ксиланаз А
(семейство 10/F) и Е этот организм синтезирует ферменты, КД кото)
рых организованы попарно (маннаназа 5/А4 – эндоглюканаза 44/J;
эндоглюканаза 9/Е2 – целлобиогидролаза 48/L; ксиланаза 10/F –
эндоглюканаза 5/А1; эндоглюканаза 9/Е2 – маннаназа 5/А4) и
разделены мономерным, а чаще — дуплицированным ЦСД типа IIIa
[110]. Образование бактерией химерных белков наряду с секрецией
мономерных ферментов, возможно, означает согласованное функ)
ционирование эволюционно закрепленных пар на поверхности
целлюлозы.

V. ЦЕЛЛЮЛАЗНЫЕ СИСТЕМЫ АНАЭРОБНЫХ
МИКРООРГАНИЗМОВ.

Среди анаэробных бактерий — продуцентов целлюлаз наиболее
изучены термо– и мезофильные клостридии. Бактерия С. thermo)
cellum, интенсивно изучаемая в последние 20 лет, разлагает целлю)
лозу с помощью высокомолекулярных внеклеточных аггрегатов,
названных целлюлосомами. Последние содержат от 15 до 25 раз)
личных целлюлаз и гемицеллюлаз, объединяемых некаталити)
ческим белком, получившим название интегрирующего целлю)
лосому белка A (CipA) или, иначе, скаффолдина («вешалки»).
Связывание обеспечивают консервативные гидрофобные повторы
(2х24 остатка), т.н. докерины I и комплементарные им рецепторы
скаффолдина, т.н когезины I [25]. Важную роль в когезин–докери)
новом взаимодействии играют ионы Са2+ [73]. Когезиновые домены
уложены в виде 9–тяжевых β–бочек, подобных по структуре ЦСД
семейств II и III [21], несмотря на полное отсутствие гомологии [26].
Помимо 9 когезинов типа I скаффолдин несет ЦСД семейства III, а
также особый тип докерина на С–конце (тип II), несколько
отличающийся структурой от гидрофобных повторов каталити)
ческих субъединиц и не взаимодействующий с когезинами типа I.
Когезины типа II для этого докерина содержатся в белках, предполо)
жительно принадлежащих S–слою бактериальной клетки (OlpX,
рис. 4) т.к. все они содержат специфические для S–слоя SLH–до)
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мены. Таким образом, скаффолдин содержит необходимые структур)
ные фрагменты, во–первых, для сборки целлюлосомы из отдельных
ферментов, во–вторых, — для ее фиксации на поверхности клетки и,
в третьих, — для прикрепления к целлюлозному субстрату [28].

На примере эндоглюканазы D, входящей в целлюлосому, пока)
зано, что активность клостридиальных ферментов, не имеющих
автономно функционирующего ЦСД, по отношению к микро)
кристаллической целлюлозе многократно возрастает при фиксации
на нативном или мутантном скаффолдине, несущем ЦСД и только
одну копию когезина I. Напротив, мутантные скаффолдины, не
содержащие ЦСД, никак не стимулируют ферментативную актив)
ность по отношению к нерастворимому субстрату [28].

Важность объединения ферментов клостридии в надмолеку)
лярное образование для  деградации кристаллической целлюлозы
показали и эксперименты по диссоциации целлюлосомы в недена)
турирующих условиях [74]. Смесь целлюлосомных ферментов с
близкой нативной целлюлосоме эффективностью гидролизовала

Рис.4. Предполагаемый механизм действия целлюлосомных и нецеллюло)
сомных клостридиальных ферментов на поверхности целлюлозы (по [56, 109]).
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растворимые и аморфные формы целлюлозы, но значительно уступала
ей в расщеплении кристаллической целлюлозы.

C. cellulolyticum – еще один представитель анаэробных бактерий,
целлюлосома которого изучена в деталях. Помимо скаффолдина в
ее составе присутствует, как минимум, 6 целлюлазных ферментов
(СelA–CelF), связанных с каркасным белком когезин–докери)
новыми комплексами [29]. Однако этот тип взаимодействий явля)
ется видоспецифичным: когезины ферментов термофила не узнают
докерины мезофила и наоборот.

Среди ферментов, фиксированных в целлюлосоме, обнаружены
как эндоглюканазы различных семейств, так и целлобиогидролазы
[5, 73]. Наиболее известна из них целлобиогидролаза СеlS (S8),
принадлежащая семейству 48/L. В этом семействе расшифрована
пространственная структура СеlF – т.н. процессивной эндо–эк)
зоглюканазы мезофильной клостридии. N–концевой каталити)
ческий домен данного фермента имеет структуру (αα)6–бочки, с
активным центром в виде туннеля, уходящего вглубь примерно на
2/3 длины внутренних спиралей со стороны их N–конца. Снаружи
туннель переходит в открытую ложбину, что позволяет ферменту
проявлять свойства как экзо–, так и эндоглюканазы. Общая протя)
женность активного центра составляет не менее 8 ангидроглю)
козных остатков [79].

Однако целлюлосомные ферменты не исчерпывают многооб)
разия целлюлаз, найденных у клостридий. Данный род вообще
отличается обилием идентифицированных структурных форм
целлюлаз и гемицеллюлаз, представляющих 11(!) из 18 (включая
подсемейства) классификационных групп этих белков. Клостри)
диальные ферменты можно встретить в семействах 5/А1–4, 8/D,
9/E1,2, 10/F, 11/G, 26/I, 48/L. Значительная их часть в семействах
5/А4, 9/Е1,2, 10/F, 11/G, в т.ч. еще одна целлобиогидролаза Cbh3
семейства 9/Е1, несет собственный ЦСД семейств II, III, IV, VI, IX,
причем некоторые – по два ЦСД одного семейства. Кроме того,
обнаружены ферменты, не содержащие ни ЦСД, ни докериновых
доменов, например, эндоглюканаза С С. thermocellum (семейство
5/А3) [3, 4, 6, 81]. Такое разнообразие, возможно, свидетельствует о
наличии у клостридий альтернативных путей деградации расти)
тельных субстратов. Не исключено и то, что некоторые ферменты
(в частности, эндоглюканаза С) нужны для гидролиза 1,3(4)–β–глю)
канов, а не целлюлозы.

Рисунок 4 иллюстрирует современные представления о меха)
низме действия целлюлазной системы клостридий на кристал)
лическую целлюлозу. На нем показаны как ферменты, функцио)
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нирующие в составе целлюлосомного ансамбля и фиксированные
на скаффолдине специфической когезин–докериновой парой, так
и отдельные ферменты двух разных видов. Один из них, представ)
ленный на рис. 4 как CelD, имеет собственный ЦСД и специ)
фический когезин типа II, позволяющий этому ферменту одно)
временно взаимодействовать с поверхностью целлюлозы и с белком
внешней поверхности клетки OlpA подобно скаффолдину. Другой
(CelX) представляет собой аналог фермента, найденного у термо)
фильного анаэроба T. saccharophilum (см. рис. 1). Он содержит
характерные для Olp–белков домены S–слоя – поверхностного слоя
бактериальной клетки и, предположительно, не нуждается в коге)
зин–докериновой паре для фиксации на поверхности микроор)
ганизма. Однако в какой степени этот фермент, не несущий ЦСД
известных семейств, участвует в процессах, протекающих на
поверхности целлюлозы, пока неясно.

У анаэробных фикомицетных грибов рр. Neocallimastix, Piro)
myces, Sphaeromyces, Orpinomyces, заселяющих рубец жвачных
животных вместе с анаэробными бактериями и открытых лишь в
середине 70–х гг. [77, 78], в результате конвергентной эволюции
выработались ферментные системы, сходные с системами анаэроб)
ных бактерий. Все они являются большими белковыми агрегатами
из более чем 10 компонентов с активностями эндоглюканаз,
ксиланаз, маннаназ, целлобиогидролаз и ферулоилэстераз. Все
ферменты имеют модульную структуру и содержат один или более
КД, соединенных с некаталитическими модулями четко выражен)
ными линкерами. Ксиланаза А из N. patriciarum содержит 2 иден)
тичных КД семейства 11, разделенные линкером, и некаталити)
ческий С–концевой повтор из 36 остатков, подобный докериновым
структурам клостридиальных ферментов. Подобные повторы в виде
одной, двух или трех копий содержатся в СеlB — эндоглюканазе
нехарактерного для аэробных грибов семейства 5/А4, маннаназе
ManA, целлобиогидролазах А и В и ферулоилэстеразе EstA данного
продуцента, а также ряде аналогичных ферментов Orpinomyces. Ни
один из этих ферментов не содержал собственного ЦСД, столь
характерного для целлюлаз аэробных грибов. В составе белкового
агрегата, однако, найден некаталитический белок массой около 100
кДа, проявляющий сродство к «докеринам» гриба и, вероятно,
аналогичный каркасным клостридиальным скаффолдинам. Вместе
с тем, у одной из ксиланаз N. patriciarum, XylB, принадлежащей
семейству 10, показано наличие ЦСД грибного семейства I [51].

Разные типы организации целлюлолитических и сопутствующих
активностей у аэробов и анаэробов можно объяснить сообра)
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жениями экологического плана. Аэробы секретируют ферменты в
небольшой объем тонкой водной пленки, покрывающей клетку
продуцента и прилегающий субстрат. Отсутствие конвекции допус)
кает, при наличии у ферментов собственных ЦСД, их иммобили)
зацию на субстрате вблизи клетки–продуцента и создание в пленке
жидкости между субстратом и колонизирующим его организмом
(или заселенном им капилляре внутри растительной клетки)
устойчивого компартмента с эффективным диффузионным транс)
портом продуктов гидролиза в микробную клетку. У анаэробов,
функционирующих в большом объеме жидкости, аналогичная
секреция ферментов неизбежно привела бы к потере их проду)
центом и разобщению необходимого набора активностей конвек)
тивными токами. Поэтому у них целлюлолитическая система
упакована в целлюлосомы и полицеллюлосомы, связанные с
поверхностью клетки. Таким образом обеспечивается транспорт
продуктов гидролиза от субстрата к прикрепленной клетке микро)
организма. При этом, как у строгих анаэробов встречаются компо)
ненты «разобщенных» ферментных систем, так и аэробные микро)
организмы могут иметь ферменты, в структуре которых, наряду с
ЦСД, встречаются модули типа фибронектин III–связывающих
доменов, отвечающие за связывание с клеткой и/или образование
белковых ассоциатов на поверхности целлюлозы.

VI. О МЕХАНИЗМЕ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ ДЕГРАДАЦИИ
УПОРЯДОЧЕННЫХ ФОРМ ЦЕЛЛЮЛОЗЫ

В предыдущих разделах был рассмотрен впечатляющий мате)
риал, накопленный в последние 10—15 лет при изучении строения
целлюлазных систем микроорганизмов и структуры отдельных
ферментов. Однако было бы преувеличением говорить о карди)
нальном продвижении в понимании механизма ферментативной
деградации упорядоченной целлюлозы за это время.

На рис. 5 без каких–либо изменений воспроизведена схема
механизма ферментативного гидролиза целлюлозы, опублико)
ванная в материалах советско–финского симпозиума (Ташкент,
1983) [82]. Данная схема была сформулирована нами на основании
исследования более десятка ферментных систем различных грибов
[10, 60, 61].

Как видно из рис. 5, уже в начале 80–х гг. стало очевидным, что
в гидролизе кристаллической целлюлозы принимают участие
эндоглюканазы, отличающиеся наличием дополнительного центра
связывания с целлюлозой – сорбционного центра, за которым позд)
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нее закрепилось название ЦСД. Слабо сорбирующиеся эндоглю)
каназы наиболее активно гидролизуют внешние аморфные области,
но не затрагивают упорядоченную часть целлюлозы [10—12]. Они
были найдены в минорных количествах в полноценных целлю)
лазных комплексах типа T. reesei (как теперь показано, это эндо)
глюканаза III семейства 12/Н), но доминировали там прочно
сорбирующиеся белки, эквивалентные эндоглюканазам I и II, а
также целлобиогидролазам I и II с pI соответственно 4,8; 5,3; 4,2 и
5,9 [15], которым и отводилась центральная роль в разложении
кристаллической целлюлозы (рис. 5). Позднее структурные иссле)
дования коллектива специалистов VTT (Финляндия) подтвердили
наличие ЦСД в этих ферментах T. reesei [63].

Способность ЦСД–содержащих ферментов перемещаться от од)
ной частицы субстрата к другой, установленная нами при совмест)
ном применении обычной и помеченной красителем целлюлозы
[13, 14, 16, 62, 84], также получила независимое подтверждение [69].

Рис.5. Механизм разложения упорядоченных форм целлюлозы неассоцииро)
ванными ферментными системами, каким он представлялся в начале 80)х гг.

Показано наличие двух типов эндоглюканаз (светлые кружки) – слабо (вы)
делен один сегмент, соответствующий активному центру) и прочно сорби)
рующихся на целлюлозе (выделены два сегмента, соответствующие активному
и сорбционному центру (ЦСД)). Целлобиогидролазы (темные кружки)
отнесены к прочно сорбирующимся ферментам с обособленными активным и
сорбционным центрами (выделены два отдельных сегмента).

Воспроизведено из [82].
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Подтвердились и наши данные об отсутствии наиболее прочно
связывающихся с целлюлозой эндоглюканаз в целлюлазных комп)
лексах ряда аспергиллов (A. niger, A. foetidus), не расщепляющих
упорядоченную целлюлозу. Действительно, эндоглюканазы аспер)
гиллов можно найти преимущественно среди грибных ферментов
семейства 12/Н, не имеющих ЦСД [109]. Важность отдельного
сорбционного центра (в нынешней номенклатуре — ЦСД) при
гидролизе нерастворимых форм целлюлозы не оспаривается уже
никем из авторитетных специалистов.

В работе [82] был впервые предложен механизм действия
сорбционного центра, позволяющего целлюлазам, во–первых,
концентрироваться и прочно удерживаться в местах нарушения
упорядоченной структуры целлюлозы и, во–вторых, вызывать
физическое расклинивание и диспергирование пучков микро)
фибрилл. Данный эффект, присущий только прочно сорбирую)
щимся эндоглюканазам и целлобиогидролазам, был обнаружен
нами в условиях подавления гидролиза при ингибировании фермен)
тативной активности. Гипотеза о некаталитической функции ЦСД
стала весьма популярной [63, 69] и была успешно подтверждена на
индивидуальном бактериальном ЦСД типа II [59]. Причина того,
что на грибном ЦСД типа I не удалось подтвердить найденный нами
эффект, видимо, заключается в различии методик, т.к. мы наблю)
дали селективное диспергирующее действие грибных ЦСД–содер)
жащих ферментов при специальной ультразвуковой обработке
целлюлозных субстратов.

Анализ динамики концевых групп на поверхности микрокрис)
таллической целлюлозы в процессе гидролиза [17] позволил также
предположить, что в упорядоченных областях ферментативное
разложение целлюлозы под действием эндо– и экозферментов
происходит только с конца полимерной цепи, причем мы полагали,
что разные ферменты действуют с разных концов (с невосста)
навливающего или с восстанавливающего) (рис. 5). Это предпо)
ложение подтвердилось открытием у целлобиогидролазы I предпоч)
тения к восстанавливающему, а у целлобиогидролазы II – к невос)
станавливающему концу субстрата. Наконец, обнаружение эндо)
гидролазных свойств у грибных целлобиогидролаз [23], а также
«процессивных» бактериальных целлюлаз семейства 48/L, имеющих
переходный между эндо– и экзогидролазами активный центр [86],
позволяют говорить о подтверждении всех основных положений
механизма, изображенного на рис. 5.

На нынешнем этапе мультидоменная структура целлюлаз долж)
на, очевидно, рассматриваться в контексте согласованного действия
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частей фермента как молекулярной машины при отрыве концевого
фрагмента индивидуальной молекулы субстрата от поверхности
элементарной целлюлозной фибриллы и переводе ее в более гид)
ратированное состояние. Ясно, что одними структурными методами
такую задачу решить не удастся.

Ниже представлено одно из возможных объяснений уникальной
во многих отношениях способности грибной целлобиогидролазы I
к деградации упорядоченной целлюлозы. Вполне очевидно, что
собственно ферментативный гидролиз гликозидной связи не
является лимитирующей стадией этого достаточно медленного
процесса. Вероятнее всего, процесс сдерживается необходимой для
действия фермента гидратацией целлюлозных молекул. Последняя,
в свою очередь, может происходить в несколько этапов.

Начальный этап (сорбция ЦСД) приводит к повышению сте)
пени гидратации молекул поверхностного слоя благодаря эффекту
некаталитического диспергирования пучков микрофибрилл. После)
дующие стадии связаны с согласованным действием основных
структурных элементов фермента – ЦСД, КД и линкера. Очевидно,
что наиболее прочная сорбция фермента с нерастворимым субст)
ратом соответствовала бы оптимальному связыванию и ЦСД, и КД.
Однако такой тип связывания не оптимален для катализа, т.к.
процесс будет лимитироваться распадом получаемого сверхпроч)
ного комплекса. Более вероятным представляется последовательное
«перетекание» фермента вдоль координаты реакции через ряд менее
прочных комплексов, имеющих близкие константы диссоциации
(т.н. «катерпиллерный катализ»), причем разность свободных
энергий между оптимальным (наиболее прочным) и реальным
(частично ослабленным) связыванием обоих доменов направляется
молекулярной машиной для гидратации звеньев расщепляемой
молекулы целлюлозы.

Это может происходить следующим образом. После быстрого
связывания с поверхностью через ЦСД фермент образует первый
тип комплекса с участием КД. Такой непродуктивный комплекс
включает как связывание гидрофобной плоскости ЦСД I с несколь)
кими поверхностными молекулами целлюлозы, так и захват восс)
танавливающего конца одной из цепей субсайтами –7 — –5 актив)
ного центра.

Дальнейшее продвижение цепи может, по нашему мнению,
объясняться исключительно высоким сродством фермента к изо)
лированной цепи субстрата в растворе при непродуктивном свя)
зывании ее на участках –5 — –2 активного центра (константы
диссоциации порядка 10 нМ) [2, 84, 85]. Этот тип непродуктивного
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комплекса с частично изолированным восстанавливающим концом
цепи должен, по–видимому, приводить к напряжениям в жесткой
части междоменного линкера и нарушению планарного связывания
ЦСД. Это следует из оценок констант десорбции адсорбированного
фермента с поверхности целлюлозы, имеющих тот же порядок 10
нМ. При этом именно упругость жесткой части линкера, препят)
ствующая одновременной реализации наиболее оптимального
связывания обоих доменов, может являться «приводом» для осво)
бождения очередного звена цепи от водородных связей с матрицей.
В свою очередь, при ослаблении связи молекулы целлюлозы с
поверхностью и ее дальнейшем продвижении на субсайты –1, +1 и
+2, т.е. образовании продуктивного фермент–субстратного комп)
лекса, планарное связывание ЦСД может ослабляться настолько,
что он десорбируется. Гидролиз и десорбция целлобиозы из актив)
ного центра могут вновь приводить к образованию устойчивого
непродуктивного комплекса с частичным связыванием обоих
доменов на поверхности и напряженным положением линкера, и
отсюда начинается новый каталитический цикл.

Таким образом, через образование серии близких по энергетике
промежуточных комплексов фермента и нерастворимого субстрата
по пути (ЦСД***–КД) ÷ (ЦСД**–КД*) ÷ (ЦСД*–КД**) ÷
÷ (ЦСД–КД***) ÷ (ЦСД**–КД*) и т.п. может осуществляться
последовательный отрыв звеньев целлюлозной цепи от поверхности
и перемещение вдоль нее КД целлобиогидролазы I (число звездочек у
соответствующего домена здесь условно означает прочность его
связывания с целлюлозой).

Рассмотренный выше механизм катерпиллерного катализа пока
не выходит за рамки гипотетического. Однако можно полагать, что
характер действия конкретного фермента на поверхности цел)
люлозы в значительной степени определяется такими показателями
как протяженность и форма активного центра, степень фиксации
образующих его петель и степень ограничения свободного вращения
внутри него полимерной молекулы субстрата, прочность связы)
вания отдельных звеньев субстрата на различных сайтах активного
центра, расположение ЦСД по отношению к КД и прочность его
связывания с поверхностью, длина и степень конформационной
жесткости междоменного линкера, наличие в структуре фермента
иных доменов, предположительно участвующих в образовании
белок–белковых комплексов на поверхности. Так как процесс носит
выраженный топохимический характер, структурные данные
необходимо анализировать с позиций кинетики и термодинамики
гетерофазной реакции, а также эволюции фермент–субстратных
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взаимодействий в процессе гидролиза [14, 20]. Такие работы уже
начинают появляться [66, 69, 98, 125], но загадка С

1
–фермента,

сформулированная 50 лет назад Элвином Рисом [88], еще ждет
своего разрешения.

Работа выполнена при финансовой поддержке программы Inco Copernicus
(Project No IC15—CT98—0103 (DG 12–MZCN)).
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