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Аннотация. Инулиназы имеют большие перспективы в качестве промышленных ферментов для 
производства сиропов с высоким содержанием фруктозы и для получения инулоолигосахаридов 
различной длины. Инулиназы подразделяются по механизму гидролиза субстрата на экзоинулиназы 
(КФ 3.2.1.80), которые отщепляют концевые остатки фруктозы от молекулы инулина, и эндоинули-
назы (КФ 3.2.1.7), которые осуществляют гидролиз инулина вдали от них с образованием инуло-
олигосахаридов. Экзоинулиназы и эндоинулиназы отличаются субстратной специфичностью, что 
обусловлено различием в строении их активных центров. 

Эффективное использование инулиназ в промышленности с сохранением активности фермента 
на достаточно высоком уровне требует изучения его структурно-функциональных свойств, моле-
кулярной и надмолекулярной организации. Понимание закономерностей ассоциации-диссоциации 
молекул энзима играет важную роль в практическом применении энзимов в свободном и иммобили-
зованном виде. Целью работы было создать компьютерные модели димеров экзо- и эндоинулиназ из 
различных продуцентов, выявив особенности их надмолекулярной организации и типы контактов 
между мономерами экзо- и эндо-форм фермента.

Пространственные структуры экзоинулиназ были получены из их аминокислотных последова-
тельностей путем реконструкции методами выcокопpоизводительного компьютерного моделирова-
ния на основе молекулы экзоинулиназы из Aspergillus awamori (PDB ID: 1Y4W). В случае эндо-
инулиназ в качестве матрицы для реконструкции пространственной структуры их макромолекул 
выступала эндоинулиназа из Aspergillus ficuum (PDB ID: 3SC7).

Моделирование белковых комплексов (димеров) осуществляли в программах Zdock, ClusPro, 
GRAMM_X, HEX, SwarmDock. Перед проведением численных расчетов центры молекул инулиназы 
и параметры бокса («ячейки») мы задавали вручную, добиваясь того, чтобы обе молекулы фермента 
полностью были внутри расчетной области пространства. Каждый из лигандов в расчетах докинга 
имел максимальную конформационную свободу.

Визуализацию молекулярных структур осуществляли в программах Jmol, Maestro и Swis PDB 
Viewer. Расчет параметров пор, туннелей и полостей проводили в программном обеспечении Mole. 

В статье обсуждаются вопросы об аминокислотном составе сайтов связывания между мономера-
ми в составе димера и механизмах процесса димеризации инулиназ из различных продуцентов. По-
казано, что пространственная организация димерных комплексов дифференцируется в зависимости 
от принадлежности фермента к экзо- или эндоинулиназам. Установлено, что в процессе димериза-
ции инулиназы при образовании контактов между мономерными формами фермента из всех ис-
следуемых продуцентов определяющая роль принадлежит неполярным аминокислотным остаткам.

Ключевые слова: инулиназа, надмолекулярная организация, димер, сайты связывания, молеку-
лярный докинг.
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Инулин и инулинсодержащие материалы яв-
ляются возобновляемым и недорогим субстратом 
для производства пребиотических фруктоолиго-
сахаридов, которые пользуются высоким спросом 
в пищевой промышленности и производятся на 
коммерческой основе с использованием инулин-

расщепляющих ферментов [1]. Инулин выступает 
в качестве запасного полисахарида и накаплива-
ется в подземных корнях и клубнях некоторых 
растений, таких как топинамбур (Helianthus tu-
berosus), цикорий (Cichorium intibus, Cichorium 
endivia) и георгин (Dahlia pinnata) [2].

Инулиназы приобретают все большее зна-
чение в качестве промышленных ферментов [3]. 
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Они представляют собой фруктофуранозилгидро-
лазы, подразделяющиеся по механизму гидролиза 
на 2 группы: экзо- и эндоинулиназы. Экзоинули-
назы (КФ 3.8.1.80) отщепляют концевые остатки 
фруктозы от инулина, эндоинулиназы (КФ 3.2.1.7) 
осуществляют гидролиз инулина вдали от них с 
образованием инулоолигосахаридов. Ферменты 
первой группы могут быть использованы для про-
изводства сиропов с высоким содержанием фрук-
тозы, энзимы из второй группы – для получения 
инулоолигосахаридов различной длины [4].

Экзоинулиназы и эндоинулиназы отличаются 
субстратной специфичностью, что обусловлено 
различием в строении их активных центров. Ис-
следование эндоинулиназы из Aspergillus niger 
и экзоинулиназы из Bacillus stearothermophilus 
показывает, что на поверхности макромолекул 
ферментов присутствуют определенные амино-
кислоты, которые создают сложную сеть взаи-
модействий с несколькими другими остатками 
активного центра фермента, играя важную роль в 
поддержании его конформации, способствующей 
селективности фермента [5]. 

Экзоинулиназы имеют Asp-остаток в активном 
центре (Asp 24 в ферменте из B. stearothermophilus 
и Asp 41 – в A. awamori), который должен отвечать 
за нуклеофильную атаку [6], в активном центре 
эндоинулиназы Asp заменяется остатком Glu 43. 
Из-за большого размера субстратов каталитиче-
ский центр эндоинулиназы довольно широк и со-
ставляет около 90 из 516 остатков. Для сравнения, 
каталитический центр экзоинулиназы существен-
но меньше и включает 42 из 493 аминокислот [5].

Общей особенностью структур эндоинулиназы 
и экзоинулиназы является наличие участка Arg-
Asp-Pro (RDP), последовательность которого со-
храняется и в других классах ферментов, таких как 
фруктозил-трансферазы или инвертазы. Предпола-
гается, что присутствие этого фрагмента важно для 
распознавания пиранозидного кольца, что необхо-
димо для обеспечения специфичности фермента в 
отношении фруктопиранозидных остатков [5-7].

Инулиназы могут быть получены из клеток 
растений, животных и микроорганизмов [5]. Ис-
пользование растений и животных в качестве про-
дуцентов инулиназ для промышленного приме-
нения осложнено тем, что выход фермента очень 
мал. Производство инулиназ путем микробного 
синтеза обладает многими преимуществами, таки-
ми как удобство обработки, культивирование про-
дуцента в контролируемых условиях и высокий 
выход продукта. В течение последних нескольких 

десятилетий были предприняты многочисленные 
усилия для поиска микробных источников для 
производства инулиназ. Ряд грибов (Aspergillus 
sp., Penicillium sp.), бактерий (Bacillus sp., Strepto-
myces sp.) и дрожжей (Kluyveromyces sp., Candida 
sp.) были признаны эффективными продуцентами 
инулиназы [8].

Эффективное использование инулиназ в про-
мышленности с сохранением активности фер-
мента на достаточно высоком уровне требует из-
учения его структурно-функциональных свойств, 
молекулярной и надмолекулярной организации. 
Понимание закономерностей ассоциации-дис-
социации молекул энзима играет важную роль в 
практическом применении энзимов в свободном и 
иммобилизованном видах.

По этой причине целью нашей работы было 
создать компьютерные модели димеров экзо- и 
эндоинулиназ из различных продуцентов, выявив 
особенности их надмолекулярной организации и 
типы контактов между мономерами экзо- и эндо-
форм фермента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объектов исследования высту-

пали экзоинулиназы из Aspergillus awamori 
(CAC44220.1), A. ficuum (ADM21204.1), A. niger 
(EHA25512.1), Bacillus licheniformis (AGR40655.1), 
Geobacillus stearothermophilus (BAC45010.1) и 
Paenibacillus polymyxa (AHN08014.1) и эндо-
инулиназы из A. fumigatus (XP_748286), A. niger 
(AAN64131.1, ABB59681.1, EHA19510), Fusarium 
oxysporum (ANY59682) и Kluyveromyces marxianus 
(CAA02437.1) [9-21].

Пространственные структуры экзоинулиназ 
были получены из их аминокислотных после-
довательностей путем реконструкции методами 
выcокопpоизводительного компьютерного моде-
лирования [22] на основе молекулы экзоинулина-
зы из Aspergillus awamori (PDB ID: 1Y4W) [6]. Для 
реконструкции эндоинулиназ в качестве матрицы 
для восстановления пространственной структуры 
выступала эндоинулиназа из Aspergillus ficuum 
(PDB ID: 3SC7) [23].

Моделирование белковых комплексов (диме-
ров) осуществляли в программах Zdock, ClusPro, 
GRAMM_X, HEX, SwarmDock. Эти пять про-
грамм имеют несколько различающиеся алгорит-
мы расчетов моделей с минимальным значением 
общей энергии системы. Так как в нашем экс-
перименте все программы дали приблизительно 
одинаковый численный результат, мы считаем, 
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что расчет проведен адекватно, а полученные 
нами данные корректны. 

Перед осуществлением численных расчетов цен-
тры молекул инулиназы и параметры бокса («ячей-
ки») мы задавали вручную, добиваясь того, чтобы 
обе молекулы фермента полностью были внутри рас-
четной области пространства. Каждый из лигандов в 
расчетах докинга имел максимальную конформаци-
онную свободу: допускалось вращение функциональ-
ных групп вокруг всех одинарных связей. Применя-
ли так называемый «слепой» докинг. В программах 
Zdock, ClusPro, GRAMM_X, HEX, SwarmDock суще-
ствует ранжирование по энергии комплекса: мы от-
бирали 10 «лучших» (с минимальной энергией) пози-
ций лиганда (один мономер инулиназы), связанного с 
рецептором (второй мономер фермента). Результаты 
эксперимента мы считали корректными, если три 
«лучшие» позиции лиганда связывались в одной и 
той же области макромолекулы инулиназы.

Из полученных каждой программой данных 
мы рассчитывали средние значения количества 
неполярных, полярных незаряженных, заряжен-
ных отрицательно и заряженных положительно 
аминокислотных остатков. Визуализацию моле-
кулярных структур осуществляли в программах 
Jmol, Maestro и Swis PDB Viewer. 

Расчет параметров пор, туннелей и полостей 
проводили в программном обеспечении Mole. 
Под «полостью» понимали свободное замкнутое 
пространство внутри глобулы фермента, не сооб-

щающееся с поверхностью молекулы. Под «по-
рой» – свободное пространство внутри глобулы, 
сообщающееся с ее поверхностью только через 
одно отверстие, т.е. углубление на поверхности 
или в толще молекулы. Под «туннелем» мы под-
разумевали сквозное отверстие в белковой глобу-
ле, т.е. свободное пространство внутри молекулы, 
сообщающееся с ее поверхностью через два и бо-
лее отверстий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Пространственная организация димерных 
комплексов инулиназ, согласно рассчитанным 
нами моделям молекул с минимальной полной 
энергией, дифференцируется в зависимости от 
принадлежности фермента к экзо- или эндоину-
линазам (рис. 1): наблюдается характерное распо-
ложение субъединиц относительно друг друга для 
энзимов, принадлежащих к одной из указанных 
групп.

Локализация заряженных (рис. 2) и гидрофоб-
ных (рис. 3) аминокислотных остатков на поверх-
ности мономеров, а также внутренних полостей и 
туннелей внутри белковой глобулы сходна в наи-
большей степени у экзоинулиназ из продуцентов 
рода Aspergillus. Кроме того, указанные молекулы 
отличаются отсутствием пор. Высокое сходство 
характерно также для димеров экзоинулиназ из A. 
awamori (CAC44220.1) и A. ficuum (ADM21204.1). 

Рис. 1. Структура молекул димеров экзо- и эндоинулиназ
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Рис. 2. Заряженные аминокислотные остатки на поверхности молекул мономеров и димеров экзо-
инулиназ (черным цветом выделены остатки, заряженные положительно, темно-серым – заряженные 
отрицательно)

Рис. 3. Гидрофобные аминокислотные остатки на поверхности молекул мономеров и димеров экзо-
инулиназ (цветами черный→темно-серый→белый выделены гидрофобные аминокислотные остатки в 
порядке уменьшения гидрофобности)
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Рис. 4. Заряженные аминокислотные остатки на поверхности молекул мономеров и димеров эндо-
инулиназ (черным цветом выделены остатки, заряженные положительно, темно-серым – заряженные 
отрицательно)

Мономеры эндоинулиназ из продуцентов 
Aspergillus sp. также имеют сходную между собой 
локализацию заряженных (рис. 4) и гидрофобных 
(рис. 5) аминокислотных остатков на своих по-
верхностях, которая при этом отлична от таковой 
для экзоинулиназ из грибов того же рода. Наибо-
лее ярко указанное сходство выражено у разных 
форм эндоинулиназ из A. niger (AAN64131.1, 
ABB59681.1, EHA19510).

Для мономеров всех анализируемых нами 
экзоинулиназ характерно наибольшее скопление 
внутренних полостей в области N-концевого до-
мена (рис. 6), тогда как для мономеров эндоину-
линаз такая закономерность не выявлена. После 
димеризации данная особенность сохраняется у 
всех экзоинулиназ, кроме фермента из Geobacillus 
stearothermophilus (BAC45010.1) (рис. 7).

Количество внутренних полостей в моно-
мерах экзоинулиназ составляет 7 для энзи-
мов из Bacillus licheniformis (AGR40655.1) и 
Paenibacillus polymyxa (AHN08014.1), 9 для 
инулиназ из A. awamori (CAC44220.1) и G. 
stearothermophilus (BAC45010.1), 11 для фер-
ментов из A. ficuum (ADM21204.1) и A. niger 
(EHA25512.1). При формировании димера в об-
ласти контакта субъединиц образуется одна но-

вая внутренняя полость в молекулах димеров 
экзоинулиназ из A. awamori (CAC44220.1) и G. 
stearothermophilus (BAC45010.1), две новые вну-
тренние полости в молекуле экзоинулиназы из 
B. licheniformis (AGR40655.1). У экзоинулиназы 
из A. niger (EHA25512.1) в результате димери-
зации уменьшается количество внутренних по-
лостей в одной из субъединиц в составе димера 
по сравнению с мономером. Локализация данных 
структур в субъединицах димеров экзоинулиназ 
из A. niger (EHA25512.1) и G. stearothermophilus 
(BAC45010.1) в значительной степени отличается 
от таковой в мономерах (рис. 6).

Количество внутренних полостей в мономе-
рах эндоинулиназ составляет 4 для разных форм 
фермента из A. niger (AAN64131.1, ABB59681.1, 
EHA19510), 7 для инулиназы из Kluyveromyces 
marxianus (CAA02437.1), 8 для энзима из A. 
fumigatus (XP_748286) и 10 для фермента из 
Fusarium oxysporum (ANY59682). При форми-
ровании димерного комплекса одна новая вну-
тренняя полость образуется в молекуле эндоину-
линазы из K. marxianus (CAA02437.1) в области 
контакта субъединиц, две дополнительных вну-
тренних полости образуются в молекуле одной 
из форм фермента A. niger (AAN64131.1) только 
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Рис. 5. Гидрофобные аминокислотные остатки на поверхности молекул мономеров и димеров эндо-
инулиназ (цветами черный→темно-серый→белый выделены гидрофобные аминокислотные остатки в 
порядке уменьшения гидрофобности)

Рис. 6. Внутренние полости в молекулах мономеров и димеров экзоинулиназ

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 7. Внутренние полости в молекулах мономеров и димеров эндоинулиназ

в одной субъединице, в другой форме инулиназы 
из указанного продуцента (EHA19510) данные 
структуры образуются в обеих субъединицах. 
Количество внутренних полостей уменьшилось 
в одной субъединице в молекуле эндоинулиназы 
из F. oxysporum (ANY59682), в двух субъединицах 
димера из A. fumigatus (XP_748286) (рис.7).

Количество туннелей в мономерах экзоину-
линаз составляет 6 для фермента из A. awamori 
(CAC44220.1), 7 для энзимов из A. ficuum 
(ADM21204.1) и A. niger (EHA25512.1), 8, 13 и 
17 для инулиназ из P. polymyxa (AHN08014.1), G. 
stearothermophilus (BAC45010.1) и B. licheniformis 
(AGR40655.1) соответственно. В мономерах экзо-
инулиназ из продуцентов рода Aspergillus обнару-
живаются 2 идентичных туннеля. Кроме того, в 
молекулах ферментов из A. ficuum (ADM21204.1) 
и A. niger (EHA25512.1) имеются ещё 4 идентич-
ных туннеля, отсутствующих в мономере из A. 
awamori (CAC44220.1) (рис. 8).

Количество туннелей в мономерах эндоину-
линаз составляет 3 для двух форм эндоинулиназ 
из A. niger (ABB59681.1, EHA19510.1), 8 для фер-
ментов из A. niger (AAN64131.1) и F. oxysporum 
(ANY59682), 13 и 20 для инулиназ из A. fumigatus 
(XP_748286) и K. marxianus (CAA02437.1) соот-

ветственно. Туннели, имеющиеся в мономерах 
двух форм эндоинулиназ из A. niger (ABB59681.1, 
EHA19510.1), имеют сходную локализацию, од-
нако, отличаются по своей структуре (рис. 9).

Структура и локализация пор в молекулах 
мономеров и димеров экзо- и эндоинулиназ пред-
ставлены на рис. 10 и 11. 

Все туннели, имеющиеся в мономере экзо-
инулиназы из A. awamori (CAC44220.1), без струк-
турных изменений переходят в субъединицы ди-
мера. Также в результате димеризации в области 
контакта субъединиц образуются ещё 2 парных 
туннеля (рис. 12).

Все туннели, имеющиеся в мономере экзоину-
линазы из A. ficuum (ADM21204.1), без структур-
ных изменений переходят в субъединицы диме-
ра. В результате димеризации образуются ещё 2 
туннеля, один из которых располагается в области 
контакта субъединиц, второй – в одной из субъе-
диниц (рис. 13).

При формировании димера экзоинулиназы из 
A. niger (EHA25512.1) в одну из субъединиц с неко-
торыми структурными изменениями перешел один 
туннель; 4 туннеля частично или полностью вошли 
в состав других туннелей, вероятно, образовавших-
ся в результате конформационных перестроек субъ-
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Рис. 8. Туннели в молекулах мономеров и димеров экзоинулиназ

Рис. 9. Туннели в молекулах мономеров и димеров эндоинулиназ

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 10. Поры в молекулах мономеров и димеров экзоинулиназ

Рис. 11. Поры в молекулах мономеров и димеров эндоинулиназ
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Рис. 12. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы из Aspergillus awamori (CAC44220.1)

Рис. 13. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы из Aspergillus ficuum (ADM21204.1)

единиц. Кроме них, в составе димера зафиксирова-
но наличие еще 18 непарных туннелей (рис. 14).

В состав субъединиц димера экзоинулиназы 
из B. licheniformis (AGR40655.1) без структурных 
изменений перешли 16 туннелей, присутствовав-
ших в мономере фермента. Один туннель вошел 
в состав новых парных туннелей, образовавших-
ся в области контакта субъединиц. Кроме того, в 

димере обнаруживается один туннель, отсутство-
вавший в составе мономера (рис. 15).

Туннели, имеющиеся в мономере экзоинули-
назы из G. stearothermophilus (BAC45010.1), либо 
не переходят в состав субъединиц димера, либо 
претерпевают значительные структурные измене-
ния. В области контакта субъединиц димера фор-
мируются 4 новых туннеля (рис. 16).

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 14. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы из Aspergillus niger (EHA25512.1)
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В результате образования димерного комплекса 
все туннели, имеющиеся в составе мономера экзо-
инулиназы из P. polymyxa (AHN08014.1), без значи-
тельных структурных изменений переходят в состав 
субъединиц димера. Кроме того, в области контакта 
формируются 2 новых туннеля (рис. 17).

После димеризации 10 туннелей, присутству-
ющих в мономере эндоинулиназы из A. fumigatus 
(XP_748286), без изменений переходят в обе субъ-
единицы димера, еще один туннель – только в одну 
субъединицу. В области контакта субъединиц фикси-
руется наличие 4 крупных парных туннелей (рис. 18).

Рис. 15. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы из Bacillus licheniformis (AGR40655.1)

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 16. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы Geobacillus stearothermophilus (BAC45010.1)

Надмолекулярная организация экзо- и эндоинулиназ
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Рис. 17. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы Paenibacillus polymyxa (AHN08014.1)

Рис. 18. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы Aspergillus fumigatus (XP_748286)

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 19. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы Aspergillus niger (AAN64131.1)

Туннели, имеющиеся в мономере эндоинули-
назы из A. niger (AAN64131.1), либо не переходят 
в состав субъединиц димера, либо претерпевают 
значительные структурные изменения (рис. 19).

При формировании димера один туннель, при-
сутствовавший в составе мономера эндоинулина-
зы из A. niger (ABB59681.1), без структурных из-
менений переходит в обе субъединицы комплекса: 
два оставшихся туннеля переходят в разные субъ-
единицы. В области контакта формируются 11 
туннелей (рис. 20).

Туннели, имеющиеся в мономере эндоинулина-
зы из A. niger (EHA19510), либо не переходят в со-
став субъединиц димера, либо претерпевают значи-
тельные структурные изменения. В области контакта 
субъединиц не формируются новые туннели (рис. 21).

Туннели, имеющиеся в мономере эндоинули-
назы из F. oxysporum (ANY59682), либо не пере-
ходят в состав субъединиц димера, либо претер-
певают значительные структурные изменения. 
Количество туннелей в субъединицах комплекса 
уменьшается по сравнению с таковым для моно-
мера (рис. 22).

При формировании димера 12 туннелей, при-
сутствовавших в составе мономера эндоинули-
назы из K. marxianus (CAA02437.1), без струк-
турных изменений переходит в обе субъединицы 
комплекса; 6 оставшихся туннеля переходят в 
разные субъединицы. В области контакта обнару-
живаются 3 туннеля. Количество туннелей в субъ-
единицах комплекса уменьшается по сравнению с 
таковым для мономера (рис. 23).

Надмолекулярная организация экзо- и эндоинулиназ
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Рис. 20. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы Aspergillus niger (ABB59681.1)

Рис. 21. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы Aspergillus niger (EHA19510)

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 22. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы из Fusarium oxysporum (ANY59682)

Поры в экзоинулиназах из A. ficuum 
(ADM21204.1) и A. niger (EHA25512.1) присут-
ствуют только в димерной форме в количестве 1 и 
2 соответственно: в первом случае пора формиру-
ется только в области контакта субъединиц (рис. 
24), во втором – образуется дополнительная пора 
в одной из субъединиц (рис. 25). В инулиназе из 
A. awamori (CAC44220.1) поры отсутствуют как в 
димере, так и в мономере.

Мономеры экзоинулиназ из B. licheniformis 
(AGR40655.1) и G. stearothermophilus (BAC45010.1) 
характеризуются наличием двух пор. Димериза-
ция в первом случае приводит к переходу данных 
структур в субъединицы без изменений структуры, 
тогда как во втором случае поры либо претерпева-
ют значительные структурные перестройки, либо 
не переходят в состав димера (рис. 26, 27).

В составе мономера экзоинулиназы из P. poly-
myxa (AHN08014.1) фиксируется наличие одной 
поры, которая после димеризации переходит в 
состав одной субъединицы без структурных изме-
нений; во второй субъединице формируется новая 
пора. Кроме того, еще одна пора образуется в об-
ласти контакта субъединиц (рис. 28).

Мономеры эндоинулиназ из A. fumigatus 
(XP_748286) и K. marxianus (CAA02437.1) харак-

теризуются наличием двух пор (рис. 29, 30). В 
результате формирования димерного комплекса 
первого фермента только одна из пор переходит 
в состав субъединиц димера без изменения, тог-
да как в состав димера второго фермента пере-
ходят обе поры. Кроме того, в составе димера 
эндоинулиназы из A. fumigatus (XP_748286) об-
наруживаются ещё 2 поры, одна из которых пар-
ная, а другая находится в области контакта субъ-
единиц. В структуре олигомера из K. marxianus 
(CAA02437.1) присутствуют 5 пор, 3 из которых 
находятся в области контакта субъединиц.

В составе мономеров двух форм эндоинулиназ 
из A. niger (ABB59681.1, EHA19510.1) обнаружи-
вается одна одинаковая пора. У первого из энзимов 
(ABB59681.1) указанная структура присутствует 
в обеих субъединицах димера наряду с шестью 
новыми порами, образовавшимися в области кон-
такта субъединиц. Однако в составе димера второ-
го фермента (EHA19510.1) поры детектируются в 
составе только одной субъединицы, причем пора, 
наличие которой фиксировалось в мономере, от-
сутствует в составе комплекса (рис. 31, 32).

Поры, присутствующие в составе мономе-
ра третьей формы эндоинулиназы из A. niger 
(AAN64131.1), либо не переходят в состав диме-

Надмолекулярная организация экзо- и эндоинулиназ
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Рис. 23. Зависимость радиуса туннелей (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах эндоинулиназы из Kluyveromyces marxianus (CAA02437.1)

ра, либо переходят со значительными структур-
ными изменениями. В субъединицах комплекса 
регистрируется меньшее количество пор, чем в 
составе мономера (рис. 33).

В составе мономера эндоинулиназы из F. oxy-
sporum (ANY59682) присутствуют 3 поры, одна-
ко, в субъединицах димера данного фермента они 
не обнаруживаются (рис. 34).

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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Рис. 24. Зависимость радиуса поры (Å) от сте-
пени удаления от её начальной точки в димерах эк-
зоинулиназы из Aspergillus ficuum (ADM21204.1)

Рис. 28. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах экзоинулиназы из Paenibacillus polymyxa (AHN08014.1)

Рис. 27. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах экзоинулиназы из Geobacillus stearothermophilus (BAC45010.1)

Рис. 26. Зависимость радиуса пор (Å) от сте-
пени удаления от их начальной точки в мономерах 
и димерах экзоинулиназы из Bacillus licheniformis 
(AGR40655.1)

Рис. 25. Зависимость радиуса пор (Å) от сте-
пени удаления от их начальной точки в димерах 
экзоинулиназы из Aspergillus niger (EHA25512.1)

В таблице представлены типы аминокиcлот-
ных остатков в составе контактных площадок 
при образовании димера экзо и эндоинулиназ. Из 
расчетов следует, что количество неполярных и 
полярных незаряженных аминокислотных остат-

ков, которые встречаются в составе контактных 
площадок (сайтов связывания) при формирова-
нии димера инулиназы, значительно выше, чем 
количество остатков, заряженных отрицательно 
и положительно (Приведенные результаты пред-
ставляют собой анализ расчетов (среднее значе-
ние) по всем моделям, полученным в программах 
Zdock, ClusPro, GRAMM_X, HEX, SwarmDock). 
В процессе димеризации инулиназы ключевая 
роль, вероятно, принадлежит неполярным ами-
нокислотным остаткам, что хорошо согласуется с 
результатами ИК-спектроскопии, изложенными в 
нашей работе [24]. 

Надмолекулярная организация экзо- и эндоинулиназ
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Рис. 30. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах эндоинулиназы из Kluyveromyces marxianus (CAA02437.1)

Рис. 29. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах эндоинулиназы из Aspergillus fumigatus (XP_748286)

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.

Таблица
Аминокиcлотные остатки в составе контактных площадок при образовании димеров эндо- и экзоинулиназ

Экзо-
инулиназы

Aspergillus
ficuum

ADM21204.1

Aspergillus
niger

EHA25512.1

Aspergillus
awamori

CAC44220.1

Geobacillus
stearothermophilus

BAC45010.1

Paenibacillus
polymyxa

AHN08014.1

Bacillus 
licheniformis
AGR40655.1

гидрофобные 38 50 40 34 38 31
незаряженные 43 36 40 34 30 20
отрицательно 
заряженные 13 9 15 23 20 29

положительно 
заряженные 7 5 5 9 12 20

Эндо-
инулиназы

Aspergillus
niger

AAN64131.1

Aspergillus
fumigatus

XP_748286.1

Aspergillus
niger

EHA19510.1

Kluyveromyces
marxianus

CAA02437.1

Fusarium
oxysporum

ANY59682.1

Aspergillus
niger

ABB59681.1
гидрофобные 31 44 30 44 39 32
незаряженные 45 39 45 38 45 45
отрицательно 
заряженные 17 10 17 10 12 17

положительно 
заряженные 7 7 8 8 4 8
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Рис. 31. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах эндоинулиназы из Aspergillus niger (ABB59681.1)

Надмолекулярная организация экзо- и эндоинулиназ

Рис. 32. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах эндоинулиназы из Aspergillus niger (EHA19510.1)

На рис. 35 приведен график, отражающий 
соотношение неполярных, полярных незаряжен-
ных, заряженных отрицательно и положительно 
аминокислотных остатков в составе сайтов свя-
зывания мономеров при формировании димерной 
молекулы. Отчетливо видно, что количество неза-
ряженных остатков в области контакта мономеров 
выше у эндоинулиназ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обобщая результаты приведенных в литературе 

работ и собственных экспериментов, можно конста-
тировать, что молекулы экзо- и эндоинулиназ встре-
чаются как в мономерной, так и в других (преимуще-
ственно димерных) формах. В процессе димеризации 
инулиназы при формировании контактных площадок 

ключевая роль, по нашим данным, принадлежит не-
полярным аминокислотным остаткам, также воз-
можно участие электростатических взаимодействий 
между мономерами молекул фермента. Количество 
незаряженных остатков, присутствующих в области 
контакта мономеров выше у эндоинулиназ, что, веро-
ятно, и приводит к существенным отличиям их диме-
ров от таковых экзоинулиназ.
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Рис. 33. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах и 
димерах эндоинулиназы из Aspergillus niger (AAN64131.1)

Рис. 34. Зависимость радиуса пор (Å) от степени удаления от их начальной точки в мономерах эн-
доинулиназы из Fusarium oxysporum (ANY59682)

Рис. 35. Типы аминокислотных остатков в со-
ставе сайтов связывания мономеров при форми-
ровании димерной молекулы
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SUPRAMOLECULAR ORGANIZATION OF EXO- AND ENDOINULINASES: 
STRUCTURAL FEATURES, COMPARATIVE ASPECT

S. M. Makin, F. A. Sakibaev, M. G. Holyavka, T. A. Kovaleva, V. G. Artyukhov

Voronezh State University

Abstract. Inulinases have great possibility as industrial enzymes for the production of high fructose 
syrups and inulo-oligosaccharides of various lengths. Inulinases are divided by the mechanism of the 
substrate hydrolysis to exoinulinases (EC 3.2.1.80), which cleave end fructose residues from the molecule 
of inulin, and endoinulinase (EC 3.2.1.7), which carry out hydrolysis of inulin far from end fructose residues 
to form inulo-oligosaccharides. Exoinulinases and endoinulinases differ in substrate specificity, which is 
due to the difference in the structure of their active sites.

The effective using of inulinase in industry with the conservation of enzyme activity at a high level 
requires the study of its structural and functional properties, molecular and supramolecular organization. 
Understanding the association-dissociation laws of enzyme molecules plays an important role in the 
practical application of enzymes in a free and immobilized form. The aim of this work was to create 
computer models of exo- and endoinulinases dimers from various producers, revealing the features of their 
supramolecular organization and the types of contacts between the monomers of exo- and endo- enzyme 
forms.

Spatial structures of exoinulinases were obtained from their amino acid sequences by reconstruction 
using high-performance computer simulation on the basis of the exoinulinase molecule from Aspergillus 
awamori (PDB ID: 1Y4W). In the case of endoinulinases, endoinulinase from Aspergillus ficuum (PDB ID: 
3SC7) acted as a template for the reconstruction of the spatial structure of their macromolecules.

Modeling of protein complexes (dimers) was carried out in programs Zdock, ClusPro, GRAMM_X, 
HEX, SwarmDock. Before carrying out numerical calculations, the centers of inulinase molecules and the 
parameters of the box were manually set, ensuring that both molecules of the enzyme were completely 
inside the computational region of space. Each of the ligands in the docking calculations had the maximum 
conformational freedom.

Visualization of molecular structures was carried out in programs Jmol, Maestro and Swis PDB Viewer. 
Calculation of the parameters of pores, tunnels and cavities was carried out in the software Mole.

The article discusses the amino acid composition of the contact sites (binding sites) between the 
monomers in the dimer composition and the mechanisms of the dimerization process of inulinases from 
various producers. It is shown that the spatial organization of dimeric complexes is differentiated depending 

Макин С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ковалева Т.А., Артюхов В.Г.
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