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ПРЕДИСЛОВИЕ РЕДАКТОРА
ПЕРЕВОДА

Накопление экспериментальных данных и развитие теоре-
тических представлений в энзимологии происходят чрезвычайно
быстро. Поэтому выход в свет книги известного английского
энзимолога Э. Фёршта, отражающей новейшие достижения в
области изучения структуры и механизма действия ферментов,
является весьма своевременным.

К достоинствам книги следует отнести строгое физико-хими-
ческое изложение основ ферментативного катализа и широкое
привлечение данных по структуре ферментов. Интерпретация
высокой каталитической эффективности ферментов и субстрат-
ной специфичности проводится на основе теории переходного
состояния. Понимание того факта, что для ферментативного
катализа важна стабилизация переходного состояния за счет
дополнительных нековалентных взаимодействий между реаген-
тами, является основой для синтеза высокоэффективных инги-
биторов ферментов — аналогов переходного состояния, которые
представляют интерес с точки зрения создания лекарственных
препаратов. Дополнительное повышение субстратной специфич-
ности (особенно важное в процессах репликации ДНК и био-
синтеза белка) обеспечивается механизмами «кинетического
корректирования». Ряд интересных исследований в этой области
проведен самим автором книги.

На примере гликолитических ферментов Э. Фёршт показыва-
ет, что эволюция ферментов происходила в сторону увеличения
отношения fccat/Zdvi (для эволюционно совершенного фермента
оно составляет 108 — 109М~'-с~1) и достижения такого значения
/См, которое численно превышает физиологическую концентра-
цию субстрата. Исключение составляют аллостерические фер-
менты, занимающие ключевые позиции в метаболических путях
и выполняющие важные функции в регуляции скорости процес-
сов метаболизма. Таким образом, анализ каталитической эф-
фективности ферментов следует проводить дифференцированно,
с учетом функций, выполняемых ими в живой клетке.



б ПРЕДИСЛОВИЕ РЕДАКТОРА ПЕРЕВОДА

Важное место в книге занимает обсуждение различных ме-
тодов, используемых для установления механизма фермента-
тивных реакций (в частности, для доказательства образования
ацилфермента в реакциях, катализируемых протеазами).

Несомненно, книгу Э. Фёршта будет полезно прочесть не
только тем, кто лишь приступает к изучению основ энзимологии,
но и тем, кто уже достиг в ней определенных успехов.

Мы сочли целесообразным привести здесь ссылки на книги и
статьи обзорного характера, которые появились после выхода в
свет американского издания.

Б. И. Курганов
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Посвящается П. Фёршту,
У. Дженксу, М. Перутцу

ПРЕДИСЛОВИЕ

Успехи, достигнутые в области рентгеноструктурного анали-
за, кинетики переходных процессов и химического катализа за
последние 20 лет, в корне изменили наши представления о
ферментативном катализе и механизме действия ферментов.
Данная монография представляет собой краткий обзор послед-
них достижений в этой сфере и адресована студентам и аспи-
рантам, уже прослушавшим соответствующие курсы по химии и
биохимии. В книге в теоретическом и методологическом аспектах
рассматриваются два вопроса: природа взаимодействия между
ферментом и его субстратами, обусловливающего ферментатив-
ный катализ и специфичность действия фермента, и взаимосвязь
между структурой фермента и механизмом ферментативного
процесса. Обсуждаются экспериментальные подходы, позволя-
ющие проводить прямые исследования ферментов на молеку-
лярном уровне. Большое внимание уделяется, например, иссле-
дованию ферментативных реакций в предстационарных услови-
ях, когда ферменты используются в концентрациях, сопостави-
мых с концентрациями субстратов, и можно непосредственно
наблюдать за промежуточными фермент-содержащими соеди-
нениями. Кратко освещены проблемы взаимодействия фермен-
тов с несколькими субстратами в стационарных условиях, а
также некоторые вопросы химии коферментов и кофакторов.

При подготовке монографии я стремился, во-первых, рас-
сматривать общие принципы и понятия энзимологии на конкрет-
ных примерах (однако, чтобы не перегружать теоретические
разделы, посвященные кинетике, основная часть иллюстратив-
ного материала изложена в отдельной главе) и, во-вторых,
ограничиваться только такими примерами, для которых имеются
неоспоримые, проверенные доказательства, не приводя данных,
допускающих различные толкования. Поэтому обсуждаются
механизмы действия только тех ферментов, третичная структура
которых точно установлена методом рентгеноструктурного ана-
лиза. Аналогичным образом, теоретические аспекты действия
аллостерических белков рассматриваются главным образом на
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примере гемоглобина, ибо это единственный белок, для которого
получены надежные данные о природе взаимодействий, при-
водящих к положительной кооперативности в связывании
кислорода.

В библиографию включены новейшие публикации — обзоры
и статьи, содержащие большое число ссылок, а также ориги-
нальные работы, представляющие интерес с исторической точки
зрения. Примеры для иллюстраций были взяты мной в основном
из картотеки Лаборатории молекулярной биологии Медицин-
ского научно-исследовательского совета, поскольку они как пра-
вило весьма убедительны. В связи с этим мне хотелось бы
выразить свою признательность А. Лентон за иллюстративный
материал, подготовленный ею специально для меня, а также для
других сотрудников, чем я беззастенчиво воспользовался.

Я особенно благодарен У. Дженксу, Г. Диксону, Р. Гутфройн-
ду, К- Типтону и Р. Малвею за критические замечания, относя-
щиеся к рукописи в целом, а также М. Перутцу и Д. Блоу за их
комментарии к отдельным главам. Кроме того, я хочу поблаго-
дарить Королевское общество, Американское химическое обще-
ство, издательства Корнельского университета, «Академик
пресс», Дж. Уайли, а также Элана Р. Лисса за разрешение
воспользоваться иллюстрациями.

Э. Фёршт
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ТРЕХМЕРНАЯ
СТРУКТУРА ФЕРМЕНТОВ

В 1930 г. вышла книга Холдейна о ферментах [1], прочесть
которую стоит и сегодня. Более всего в этой книге меня поразило
несоответствие между обширностью для того времени знаний о
свойствах и действии ферментов и их ограниченностью в отно-
шении химической природы ферментов: вопрос о том, являются
ли ферменты белками, все еще широко дискутировался. Такая
односторонность была обусловлена отсутствием методов, позво-
ляющих проводить прямое исследование ферментов. Вся инфор-
мация носила косвенный характер — ее источником служили
опыты по действию ферментов на соответствующие субстраты.
Тем не менее уже спустя немногим более 30 лет после получения
Бухнером в 1897 г. бесклеточного экстракта ферментов были
заложены основы современной ферментативной стационарной
кинетики.

Для дальнейшего развития энзимологии необходимо было
получить очищенные ферменты в количествах, сравнимых с ко-
личеством субстратов, и непосредственно исследовать их. Пер-
вые шаги в этом направлении сделал в 1926 г. Самнер, которому
удалось получить кристаллы уреазы, выделенной из экстрактов
канавалии мечевидной. Вскоре (1930—1936 гг.) Нортроп и Ку-
нитц закристаллизовали пепсин, трипсин и химотрипсин. Полу-
ченные факты позволили, наконец, доказать, что ферменты яв-
ляются белками, и дали возможность разработать методы сов-
ременной химии белка, определить аминокислотную последова-
тельность (Сэнджер), установить трехмерную структуру моле-
кул белков в растворе (Перутц и Кендрью), применить методы
исследования кинетики быстрых реакций (работы, начатые Роу-
тоном в 1923 г.).

Основная часть данной монографии посвящена прямым ис-
следованиям ферментов, выполненным уже после того, как вы-
шла в свет книга Холдейна [1]. В этой главе мы остановимся
на наиболее значительном достижении в изучении ферментов —
установлении их трехмерной структуры. Кроме того, здесь же
вкратце будет рассмотрена структура лизоцима и сериновых
протеиназ, поскольку работы, связанные с экспериментальным и
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теоретическим исследованием этих ферментов, обсуждаются в
последующих главах. В гл. 12 рассматриваются структура и
механизм действия отдельных ферментов.

А. Первичная структура белков

Остовом белковой молекулы является неразветвленная поли-
пептидная цепь из L-a-аминокислот, которые связаны друг с

Е-цепь

Рис. 1.1. Первичная структура a-химотрипсина. Фермент состоит из трех це-
пей, связанных друг с другом дисульфидными мостиками. Эти цепи образо-
вались из одной полипептидной цепи химотрипсиногена в результате выщеп-
ления аминокислотных остатков Sep-13, Arg-14, Thr-147 и Asn-148. (С любез-

ного разрешения Blow D. М.)
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Таблица 1

Основные аминокислоты ( R C H ( N H J ) CO2)

Аминокислота (трех и однобук-
венные обозначения, мол. вес) Боковая цепь, R

н—
СНз—

СНз

СНз

СНз

СН—

CHCHj—
СНз

СН3СН2

СНз
СН—

Глицин (Qly, G, 75)

Алании (Ala, A, 89)

Валин (Val, V, 117)

Лейцин (Leu, L, 131)

Изолейцин (lie, I, 131)

Фенилаланин (Phe, F, 165)

Тирозин (Туг, Y, 181)

Триптофан (Trp, W, 204)

Серии (Ser, S, 106)

Треонин (Thr, T, 119)

Цистеин (Cys, С, 121)

Метионин (Met, M, 149)

Аспарагин (Asn, N, 132)

Глутамин (Gin, Q, 146)

Аспарагиновая кислота
(Asp, D, 133)

Значения рКа взяты из справочника Data for biochemical research, Dawson R. M. C,
Elliott D. c . Elllotf W. H., Jones К. М., Oxford University Press (1969).

C H , —

C H 2 —

HOCHj—

HO
CH—

CH3

HSCH2—

CH3SCH2CH2—

H2NC (=O)CH2

H2NC(=O)CH2CH2—

~O2CCH2—

2,35; 9,78

2,35; 9,87

2,29; 9,74

2,33; 9,74

2,32; 9,76

2,16- 9,18

2,20; 9,11; 10,13

2,43; 9,44

2,19; 9,21

2,09; 9,11

1,92; 8,35, 10,46

2,13; 9,28

2,1; 8,84

2,17; 9,13

1,99; 3,90; 9,90
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Продолжение

Аминокислота (трех- и однобук-
венные обозначения, мол. вес)

Глутаминовая кислота
(Glu, E, 147)

Лизин (Lys, К, 146)

Аргинин (Arg, R, 174)

Гистидин (His, H, 155)

Пролин (Pro, P, 115)

Боковая цепь, R

" О 2 С С Н 2 С Н 2 —

H 3 N + ( C H 2 ) 4 -

\ с — N H ( C H 2 ) 3 —

>СО 2 ~

Г Р'kj/ '' Н
н 2

2,10;

2,16;

1,82;

1,80;

1,95;

РК а

а>

4,07;

9,18;

8,99;

6,04;

10,64

9,47

10,79

12,48

9,33

другом амидными связями; последние образуются а-карбок-
сильной группой одного остатка и а-аминогруппой соседнего.
Обычно белки состоят только из 20 перечисленных в табл. 1.1
аминокислот. Первичная структура белковой молекулы —
это последовательность, в которой аминокислоты соединяются
друг с другом, образуя биополимер. По договоренности эта
последовательность записывается, начиная с N-конца цепи:

О О О

H2NCHC

Ri

1—NHCHC—NHCHC—NHCHC—NH—

О
/

(1.1)

Почти все внутриклеточные белки — это линейные полипеп-
тидные молекулы, многие же внеклеточные белки содержат
ковалентные поперечные (—S—S—)-мостики, образованные ти-
оловыми группами двух остатков цистеина. Эти мостики нахо-
дятся либо в пределах одной цепи (и тогда в главной полипеп-
тидной цепи возникают петли), либо связывают разные цепи
(рис. 1.1). В последнем случае из одноцепочечного предше-
ственника в результате протеолитического расщепления форми-
руются многоцепочечные структуры. Примером такого рода мо-
жет служить образование инсулина из проинсулина и химо-
трипсина из химотрипсиногена. При восстановлении тиолами
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дисульфидные мостики разрываются. Интересно, что отдельные
полипептидные цепи часто можно восстановить и денатуриро-
вать, а затем вновь обратимо окислить и ренатурировать, в то
время как восстановление и денатурация белков, образовав-
шихся из предшественников путем химической модификации
последних, обычно носит необратимый характер.

Способность отдельных полипептидных цепей к самопроиз-
вольной укладке позволяет сделать важный вывод: трехмерная
структура белка определяется генетически детермируемой ами-
нокислотной последовательностью.

Б. Трехмерная структура ферментов

1. Рентгеноструктурный анализ

Значение рентгеноструктурного анализа в энзимологии, по-
жалуй, невозможно переоценить. Этот метод не только стал
экспериментальной основой, позволившей получить все извест-
ные к настоящему времени данные о структуре белков, но и
оказался наиболее ценным методом исследования механизмов
ферментативного катализа. В этом разделе мы вкратце рас-
смотрим, какую информацию позволяют получить рентгено-
структурные исследования белков.

Рентгеновские лучи рассеиваются на электронах атомов ана-
логично тому, как рассеиваются световые волны, падающие на
дифракционную решетку. Для монохроматического пучка рент-
геновских лучей регулярная решетка кристалла играет роль
трехмерной дифракционной решетки, дающей рефлексы в тех
местах, где происходит усиление рассеянных лучей в результате
интерференции. Структуру кристалла, или, точнее говоря, рас-
пределение электронной плотности, можно определить по рент-
генограмме с помощью преобразования Фурье. Для этого
необходимо знать интенсивность и направление дифрагирован-
ных лучей (что легко определить на фотопленке либо по распре-
делению рефлексов, либо с помощью дифрактометра), а также
их фазы. Определение фазы каждого рефлекса (главное условие
при использовании преобразования Фурье) — наиболее трудная
задача. Способ ее решения, разработанный для случая простых
кристаллов, непригоден при установлении структуры белков.
Проблема фаз была преградой на пути развития кристаллогра-
фии белков до тех пор, пока в 1954 г. Перутц и др. [2] не
разработали метод изоморфного замещения, основанный на
включении в определенные участки молекул белка тяжелых ато-
мов без нарушения кристаллической структуры белка и его упа-
ковки. Атомы металлов рассеивают рентгеновские лучи сильнее
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атомов белка и изменяют интенсивность дифрагированных
лучей. Из изменения интенсивности, которая может как увели-
чиваться, так и уменьшаться в результате рассеяния на тяжелых
атомах, удается определить фазу дифрагированных на белке
лучей. Для точного определения фаз необходимо иметь несколь-
ко различных изоморфных производных.

После определения фаз и амплитуд всех дифрагированных
лучей рассчитывают электронную плотность белковой молекулы.
Затем в соответствии с рассчитанной электронной плотностью из
проволочных моделей аминокислотных остатков строят при-
ближенную модель молекулы белка, которую впоследствии
уточняют с помощью ЭВМ.

Точность и разрешение

Получаемая точность определяется качеством эксперимен-
тальных данных и разрешением. Смысл термина «разрешение»
лучше всего иллюстрируется данными табл. 1.2. Карта элект-
ронной плотности, полученная при низком разрешении (порядка

Таблица 1.2

Разрешение и получаемая информация

Разрешение, А
<lA=0,l нн)

5,5

3,5
3,0
2,5

1,5

0,77

Выявляемая структура

Общая конфигурация молекулы. Спирали в виде
интенсивно рассеивающих лучи палочек

Полипептидный остов (обычно не совсем четко)
Боковые цепи (не совсем четко)
Четкое разрешение боковых цепей. Разрешена

плоскость пептидной группы. Расположение
атомов определено с точностью ±0,4 А

Расположение атомов определено с точностью
±0,1 А — предельная точность, достижимая
в настоящее время в кристаллографии

Длины связей в небольших кристаллах измерены
с точностью 0,005 А

4—6 А), в большинстве случаев дает представление лишь об
общей конфигурации молекулы. При разрешении 3,5 А часто
удается определить положение полипептидного остова, хотя и не
совсем точно. Разрешение 3,0 А при благоприятных условиях
позволяет различить боковые цепи аминокислот и с той или иной
степенью точности сопоставить их последовательность с элект-
ронной плотностью. При разрешении 2,5 А часто путем подгонки
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можно найти местоположение атомов с точностью ±0,4 А. Что-
бы определить местоположение атомов с точностью 0,2 А, нужно
иметь совершенные кристаллы и разрешение 1,9 А. Что это
означает на практике, видно из рис. 1.2. Для получения высокого
разрешения необходимо использовать при расчетах рефлексы,
полученные при больших углах рассеяния, а из рисунка видно,
что эти рефлексы очень сла-
бы. Следует отметить к то-
му же, что большинство кри-
сталлов дает худшую ди-
фракционную картину, чем
представленная на рис. 1.2.
Кроме того, число рефлек-
сов, которые необходимо
иметь, возрастает при пере-
ходе, например, от разреше-
ния 3 А к разрешению 1,5 А
в 23 = 8 раз, а объем затра-
чиваемых при этом усилий
возрастает еще больше
вследствие ухудшения каче-
ства данных.

При разрешении, боль-
шем чем 2,5 А, метод изо-
морфного замещения при
исследовании кристаллов
белка становится неэффек-
тивным, поскольку включе-
ние тяжелых атомов в моле-
кулу приводит к некоторым
изменениям в ее структуре;
кроме того, становится очень
трудно определять неболь-
шие изменения интенсивностей и без того крайне слабых реф-
лексов. В настоящее время разработаны машинные методы
уточнения структуры, в которых используются значения интен-
сивностей, полученные при более высоком разрешении, и мо-
дельная структура, определенная при разрешении 2—2,5 А.

Рис. 1.2. Рентгенограмма кристалла
а-химотрипсина, иллюстрирующая увели-
чение количества данных, необходимых
для получения более высокого разреше-

ния.

2. Структурные элементы белков

Еще до того как была определена структура белковых кри-
сталлов методом рентгеноструктурного анализа, Полинг и Кори
теоретически установили структуру единиц, которые, как было
впоследствии показано, являются основными строительными
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блоками белков [3]. Сначала они установили структуру кри-
сталлов небольших пептидов, что позволило определить разме-
ры и геометрию пептидной связи, а затем после построения
точных моделей подобрали структуры, которые соответствовали
рентгенограммам фибриллярных белков. Дифракционные рент-
генограммы фибрилл представляют собой не набор точек, как
для трехмерных кристаллов, а ряд линий, соответствующих
расстояниям между регулярно повторяющимися элементами
структуры. Позднее этот метод построения моделей был исполь-
зован Уотсоном и Криком при установлении структуры ДНК.

а. Пептидная связь [3]

Исследование кристаллов небольших пептидов показало, что
пептидная связь плоская и имеетгранс-конфигурацию (рис. 1.3).
Такое строение характерно для всех пептидных связей в белках

3,8

Рис. 1.3. Пептидная связь. Все расстояния даны
в ангстремах [3].

(за очень редким исключением). Планарность пептидной связи
обусловлена значительным смещением неподеленной электрон-
ной пары азота к кислороду карбонильной группы. Связь С—N
соответственно укорочена и имеет характер двойной связи, ко-
торый нарушается при повороте вокруг этой связи; при этом
затрачивается энергия, равная энергии делокализации — 75—
88кДж-моль-' (18—21 ккал-моль-1) [3,4]

> - < - — )C=N( (1.2)



ТРЕХМЕРНАЯ СТРУКТУРА ФЕРМЕНТОВ 10

б. Вторичная структура:
а-спираль и р-структура [3]

Полипептидные цепи фибрил-
лярных белков организованы в
так называемую вторичную
структуру, стабилизируемую во-
дородными связями. В этих упо-
рядоченных областях атом кис-
лорода каждой пептидной группы
образует водородную связь с NH-
группой соответствующей пеп-
тидной связи. При этом форми-
руются структуры двух основных
типов: а-спираль ( как показал
рентгеноструктурный анализ фиб-
рилл а-кератина) или р-структу-
ра (в случае р-кератина). Поли-
пептидная цепь глобулярного бел-
ка также самопроизвольно укла-
дывается с образованием локаль-
ных упорядоченных областей.

На рис. 1.4 изображена а-спи-
раль. Она представляет собой ус-
тойчивую структуру, в которой
каждая амидная группа образует
водородную связь с третьей от нее
в любом направлении амидной
группой. Группы С = О распола-
гаются параллельно оси спи-
рали и почти точно напротив
NH-групп, с которыми они сое-
диняются водородными связями.
Боковые цепи аминокислот на-
правлены под углом к оси спи-
рали. На каждый виток прихо-
дится 3,6 аминокислотных остат-
ка, шаг спирали — около 5,4 А.

Вытянутая полипептидная цепь
(рис. 1.5) может образовать
комплементарные водородные
связи с параллельной ей цепью,
которая в свою очередь способна
соединяться с другой вытянутой цепью, в результате чего обра-
зуется складчатая структура. Существуют две устойчивые струк-

Рис. 1.4. Правая а-спираль —
структура, характерная для моле*
кул белков. (Из книги Pauling L.,
The nature of the chemical bond.
© 1939, 1940, 3rd edition © 1960
by Cornell University. С разреше-

ния Cornell University Press.)
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туры такого типа: параллельная плоская р-структура, в которой
все вытянутые цепи имеют одинаковое направление, и антипа-
раллельная плоская р-структура с чередующимся направлением
цепей (рис. 1.6). Плоские связи при тетраэдрических атомах
углерода образуют плоскую структуру.

Рис. 1.5. Вытянутая полипептидная цепь. Водородные связи перпендику-
лярны плоскости рисунка, так что в результате наложения параллельных

цепей друг на друга образуется Р-структура.

R

Ос
Рис. 1.6. Две полипептидные цепи, образующие Р-структуру. Аналогич-

ным образом можно присоединить следующие цепи.

Данные, полученные из статистического анализа и опытов с
синтетическими полимерами, показывают, что одни аминокисло-
ты предпочитают находиться в составе спирали, тогда как дру-
гие дестабилизируют эту структуру [5]. Например, пролин не
может быть встроен в спираль без значительного нарушения ее
структуры.

в. Изгибы в основной цепи [6—9]

Другой часто встречающийся тип структуры образуется в тех
местах, где основная цепь резко изменяет направление, образуя
«р-изгиб» из четырех последовательно расположенных остатков.
В этих случаях С=О-группа г-го остатка соединяется с по-
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мощью водородной связи с NH-группой (i-J-3)-ro, а не (t-f-
+4)-го остатка а-спирали. Изменение направления цепи на 180°,
при котором может образоваться связь между двумя антипа-
раллельными цепями складчатой структуры, осуществляется

#0О
О N С

TunI

Тип Л

Рис. 1.7. Три типа изгибов, обнаруженные в белках.
В структуре II остаток X всегда является глицином.
[Birktoft J. J., Blow D. M., J. molec. Biol., 68, 187

(1972).]

двумя путями (типы I и II, рис. 1.7). Тип II отличается тем, что
в аминокислотной последовательности место третьего остатка
должен занимать глицин. Искажение структуры типа I приводит
к возникновению изгиба типа III, который может повторяться
бесконечное число раз, образуя спираль, обозначаемую 3,0ю
(более компактную и менее стабильную, чем а-спираль; на ви-
ток этой спирали приходится 3,0 аминокислотных остатка, об-
разующих стабилизируемые водородными связями петли из
Ю атомов).
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3. Построение белковых молекул из отдельных блоков

Расшифровка структуры первых двух белков вызвала сенса-
цию. Оказалось, что единственная полипептидная цепь миогло-
бина образует ряд а-спирализованных палочек, чередующихся с
участками, отличными от р-структуры. Затем было установлено,
что субъединицы гемоглобина идентичны четырем цепям миог-
лобина (рис. 1.8). Однако по мере расшифровки структуры
разнообразных белков картина становилась все более сложной.
Лизоцим и карбоксипептидаза — первые ферменты, структура
которых была установлена, построены из а-спиралей и р-струк-
тур. Вскоре выяснилось, что молекула а-химотрипсина уложена
почти целиком в виде р-структуры, за исключением двух
а-спирализованных участков. Стало очевидно, что установить
общие правила укладки полипептидных цепей очень трудно.
Первые шаги в этом направлении сделаны лишь в настоящее
время, когда определена структура около ста белков. Выявлены
отдельные регулярно повторяющиеся структурные особенности.
Развиваются методы классификации структур.

Предполагается, что большинство белков можно рассматри-
вать в первом приближении как структуру типа сэндвича, каж-
дый слой которой состоит либо из а-спиралей, либо из р-струк-
тур. Недавно Левитт и Чотиа [10] предложили простой и на-
глядный способ изображения таких структур (рис. 1.9). Упа-
ковка спиральных и складчатых участков происходит за счет
стэкинг-взаимодействия боковых цепей аминокислот. Внутрен-
няя область белка имеет плотную упаковку: боковые цепи одного
участка встраиваются между боковыми цепями другого, образуя
гидрофобное ядро, плотность которого близка к плотности жид-
кого углеводорода или воска [И]. В этой области мало водо-
родных связей: так, в карбоксипептидазе А их число равно
только 17; они соединяют друг с другом 8 спиралей и одну
складчатую структуру, т. е. на каждый спиральный участок
приходится менее двух водородных связей. Расположенные во
внутренней области белка доноры и акцепторы, способные обра-
зовывать водородные связи, всегда спарены. Участки, соединя-
ющие друг с другом спирали и слои, обычно доступны для
растворителя и непротяженны. Таким образом, глобулярные
белки имеют гидрофобное ядро, на поверхности которого распо-
ложены заряженные группы.

Согласно данным Крика [12.], две а-спирали (имеющие оди-
наковое направление) способны плотно упаковываться, если
угол между ними составляет 20°; при этом боковые группы одной
спирали встраиваются между боковыми группами другой. Дан-
ный расчет был проделан для случая, когда на один виток
спирали приходится 3,6 аминокислотных остатка. Для более



Рис. 1.8. Структура миоглобина (А) и р-субъединицы гемоглобина (Б).
Укладка этих двух цепей практически одинакова. Основные различия сосре-
доточены у N- и С-концов цепей и у контактирующих поверхностей субъеди-
ницы гемоглобина. ГС изменениями из книги Dickerson R. E., The Proteins

(ed. H. Neurath), Academic Press (1964).]
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Только ос-спирали

pXLC Ц ССО
MBN MGN MHN

только /3-структура TRX FLN ADH /AKN MDH

RUB IGC IGV F>BN

GPD

PAP

Рис. 1.9. Классификация белковой структуры по Левитту и Чотиа [10]. На
молекулу смотрят в таком направлении, чтобы как можно большее число ее
структурных элементов было расположено торцом к читателю. Каждая цепь
Р-структуры изображена в виде квадратика. Ближний торец каждой а-спи-
рали изображен в виде кружка. Расположение а-спиралей и Р-структур на
диаграмме отражает их пространственное расположение. Кружки и квадра-
тики соединены жирными или светлыми стрелками (от N-конца к С-концу),
чтобы показать, какими торцами соединены данные элементы — ближними
(к читателю) или дальними. Примерные размеры: диаметр а-спирали — 5 А;
параметры Р-структуры — 5 X 4 А, расстояние между спиралями —10 А;
расстояние между цепями р-структуры, связанными водородными связями, —
5 А; расстояние между цепями, не связанными водородными связями,— 10 А.
Сокращения: MBN — миоглобин; MGN — миоген; MHN — миогемоэритрин;
RUB — рубредоксин; IGC — постоянная (константная) область иммуноглобу-
лина; IGV— вариабельная область иммуноглобулина; PBN — преальбумин;
SDM — супероксиддисмутаза; CON — конканавалин; СНТ — химотрипсин;
INS — инсулин, PTI — панкреатический ингибитор трипсина; СВ5 — цитохром
Ьъ\ RNS— рибонуклеаза; LZM— лизоцим; SNS — стафилококковая нуклеаза;
LZ4 — лизоцим фага Т4; РАР — папаин; TLS — термолизин; TRX — тиоре-
доксин; FLN — флаводоксин; ADH — алкогольдегидрогеназа, участок связы-
вания кофермента; AKN — аденилаткиназа; TIM — триозофосфатизомераза;
SUB — субтилизин; СРА — карбоксипептидаза; LDH — лактатдегидрогеназа;
PGK — фосфоглицераткиназа; GPD — глицеральдегид-3-фосфат—дегидроге-

наза; HKN — гексокиназа; MDH — малатдегидрогеназа.
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туго скрученной спирали (3,55 остатка на виток) этот угол
уменьшается до 10°. Как отмечал Чотиа [13], р-структуры все-
гда изогнуты; такая изогнутая р-структура энергетически более
выгодна, чем планарная (рис. 1.10).

Белки — это не рыхлые, случайным образом сформирован-
ные структуры. Их аминокислотные остатки упакованы так же
плотно, как и аминокислоты
в кристаллах [14—16].
Плотность упаковки (часть
пространства, занимаемого
атомами) для белков со-
ставляет примерно 0,75, а
для кристаллов эта величи-
на равна 0,7—0,78. Макси-
мальная плотность упаков-
ки сферических частиц рав-
на 0,74, а цилиндрических
частиц неограниченной дли-
ны—0,91.

4. Третичная
и четвертичная
структура

Рис. 1.10. Структура части молекулы
глицеральдегид-3-фосфат — дегидрогена-
зы из В. stearothermophilus; цилиндры —
сс-спирали, изогнутые стрелки — (5-слои.
(С любезного разрешения Biesecker G. и

Wonacott A.)

Трехмерную структуру
белка, состоящего из един-
ственной полипептидной це-
пи или из ковалентно свя-
занных цепей, называют его
третичной структурой. Мно-
гие белки состоят из субъ-
единиц, не связанных друг с другом ковалентно. Пространствен-
ная организация такого комплекса известна под названием чет'
вертичной структуры. Трехмерная структура каждой субъеди-
ницы по-прежнему называется ее третичной структурой. Изме-
нение четвертичной структуры означает, что субъединицы сме-
стились друг относительно друга.

Субъединицы могут быть образованы как идентичными по-
липептидными цепями, так и различающимися. Как правило,
области контакта субъединиц упакованы так же плотно, как и
внутренняя часть белков, а расположенные на поверхности
группы и ионы образуют ионные и водородные связи [17].
Изменение третичной структуры гемоглобина сопровождается
смещением плотно упакованных субъединиц друг относительно
Друга.
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5. Одинакова ли структура фермента в растворе
и в кристалле?

Этот вопрос является как нельзя более уместным, поскольку
все данные о структурных особенностях ферментов и механизме
их действия были получены при исследовании кристаллических
белков. Когда-то ответить на поставленный выше вопрос было
довольно трудно, но имеющиеся в настоящее время данные, как
правило, дают положительный ответ. Сомнения остаются лишь
относительно активного центра карбоксипептидазы (гл. 12), да
и то только по поводу подвижной боковой цепи остатка тирози-
на.

Идентичность структуры ферментов в растворе и в кристал-
лах подтверждается следующими данными. 1. Несмотря на то
что некоторые ферменты были получены в кристаллическом виде
из разных растворителей и в различных формах, их структура
оставалась практически одинаковой (например, субтилизин [18,
19] и лизоцим [20]). 2. Ферменты, принадлежащие к одному
классу, имеют сходную структуру (например, сериновые про-
теазы, см. ниже). 3. При образовании димера а-химотрипсина
контакт между мономерами осуществляется одними и теми же
участками как в растворе, так и в составе кристалла [21, 22].
4. Иногда ферменты сохраняют свою активность в кристалличе-
ском состоянии (например, рибонуклеаза [23, 24] и карбокси-
пептидаза А [25]). Сопоставление активности фермента в рас-
творе и в кристаллическом состоянии является непростой
задачей, поскольку диффузия субстратов внутрь кристаллов за-
труднена. Имеется, правда, один путь остроумного решения этой
проблемы, состоящий в кристаллизации связанного с ферментом
промежуточного соединения (индолилакрилоилхимотрипсина;
см. ниже разд. Г. 2) при таком значении рН, когда это проме-
жуточное соединение устойчиво [26]. При изменении рН, при-
водящем к увеличению реакционной способности промежуточ-
ного соединения, оно гидролизуется, причем реакция характери-
зуется той же самой константой скорости первого порядка, что
и в растворе.

Однако если в растворе в равновесии фермент находится в
нескольких разных конформациях, то при кристаллизации будет
отбираться только одна из этих конформаций. Так, в условиях,
при которых проводится кристаллизация, значительная часть
а-химотрипсина находится в неактивной конформаций [27],
кристаллизуется же только активная форма фермента.
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В. Классы ферментов

1. Сериновые протеазы [28—34]
Волнение, вызванное выявлением того факта, что белки, свя-

зывающие кислород,— гемоглобин и миоглобин —• имеют одина-
ковую третичную структуру и выполняют одинаковые функции,
вновь овладело учеными, когда было установлено, что анало-
гичная ситуация имеет место в случае сериновых протеаз
млекопитающих. Эти ферменты названы так потому, что они
имеют уникальный по своей активности сериновый остаток, ко-
торый необратимо реагирует с фосфорорганическими соедине-
ниями, например с диизопропилфторфосфатом. Основные пан-
креатические ферменты — трипсин, химотрипсин и эластаза —
кинетически весьма близки и гидролизуют пептиды и синтети-
ческие сложные эфиры. Их активность имеет оптимум при
рН =; 7,8 и определяется состоянием ионизации групп с р/(а =
= 6,8. Во всех трех случаях в процессе реакции образуется
«ацилфермент», в котором карбоксильный фрагмент субстрата
образует сложноэфирную связь с гидроксильной группой актив-
ного серина.

Основное различие между трипсином, химотрипсином и эла-
стазой состоит в их специфичности. Трипсин специфически гид-
ролизует пептиды, состоящие из лизина и аргинина, и эфиры
этих аминокислот; химотрипсин расщепляет полипептидную
цепь по фенилаланину, тирозину и триптофану, имеющим боль-
шие гидрофобные боковые цепи; специфичность эластазы про-
является в ее действии на такие небольшие гидрофобные моле-
кулы, как аланин. Установление структуры кристаллических
ферментов показало, что полипептидные остовы всех трех фер-
ментов при наложении их друг на друга практически совмеща-
ются, за исключением участков, где добавлено или пропущено
несколько аминокислот (рис. 1.11). Различие же в специфично-
сти этих ферментов обусловлено небольшими изменениями в
строении «кармана», связывающего боковую цепь аминокисло-
ты. В молекуле химотрипсина имеется четко выраженный кар-
ман, связывающий большие гидрофобные боковые цепи [35].
В молекуле трипсина на дне аналогичного кармана вместо
Ser-189 находится аспартат [36]. Отрицательно заряженная
карбоксильная группа Asp-189 образует ионную связь с поло-
жительно заряженной аммонийной или гуанидиниевой группами
на конце цепи лизина или аргинина. Два глицина, расположен-
ные у входа в карман химотрипсина, в случае эластазы замеще-
ны валином (Val-216) и треонином (Thr-226) [37]. Это предот-
вращает проникновение в карман больших боковых цепей и обе-
спечивает связывание небольшой по размерам боковой цепи
аланина (рис. 1.12).
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Рис. 1.11. Ленточные диаграммы полипептидных цепей химо-
трипсина (А), эластазы (Б) и трипсина (В). ос-Углеродные
атомы располагаются на сгибах ленты. Небольшие различия
имеются в структуре лишь внешних петель. (С любезного

разрешения Smith J.)

Поразительное сходство третичной структуры рассмотренных
выше ферментов нельзя было предвидеть, исходя из сравнения
их аминокислотных последовательностей. Между первичными
структурами этих ферментов имеется довольно высокая гомоло-
гия, однако аминокислотный состав эластазы и химотрипсина
совпадает с аминокислотным составом трипсина только на 50%,
Теперь, располагая кристаллографическими данными, мы впра-
ве сказать, что такая степень гомологичности чрезвычайно вы-
сока. Пользуясь этим критерием, можно предположить, что се-
риновые протеазы плазмы, входящие в состав каскадной
системы свертывания крови, также обладают весьма близкой
третичной структурой (табл. 1.3). Согласно результатам деталь-
ного исследования гомологичных участков, внутри белковой
глобулы в неизменности сохраняется 60% аминокислотных
остатков, тогда как на поверхности — только 10%. Основные
различия касаются участков молекулы, расположенных на по-
верхности структуры или образующих внешние петли.



Ser-195

His-97

Ser-218

Cys-191

Рис. 1.12. Строение «карманов» у химотрипсина (вверху; по-
казано связывание Ы-формил-Ь-триптофана) и эластазы (вни-
зу; показано связывание Ы-формил-Ь-аланина). Строение «кар-
мана» у трипсина практически такое же, как и у химотрип-
сина, за исключением того, что остаток 189 в трипсине — это
аспартат, предназначенный для связывания положительно за-
ряженных боковых цепей аминокислот. Показаны водородные
связи между субстратом и полипептидным остовом фермента.
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Таблица 1.3

Гомологичность сериновых протеаз

млекопитающих

Фермент

Поджелудочная железа
Трипсин
Химотрипсин А
Химотрипсин В
Эластаза

Плазма
Тромбин
Фактор Ха

Гомологичность
%

100
53
49
48

38
50

а) Аминокислотный состав ферментов сравнивается
с таковым для бычьего трипсина. Все ферменты выделены
из клеток быка, за исключением эластазы, выделенной из
клеток свиньи. [Hartley В. S., Sym. Soc. Gen. MIcrobloI., 24,
152 (1974)].

Совершенно неожиданные особенности были обнаружены в
кристаллической структуре химотрипсина. Исследования этого
фермента в растворе показывали, что имидазольное кольцо
His-57 повышает реакционную способность Ser-195. Однако ни-
каких указаний на то, что этот гистидин связан водородной
связью с карбоксильной группой Asp-102, в результате чего
образуется каталитическая триада, известная под названием
«система с переносом заряда» [38], не было. Теперь такая
система обнаружена во всех сериновых протеазах.

А.
—с н ы " Л I (1.3)

\, <ч? н о

По-видимому, сериновые протеазы млекопитающих являются
классическим результатом дивергентной эволюции. Все они, ве-
роятно, происходят от некоего общего предка — сериновой про-
теазы, образовавшейся в далеком прошлом.

2. Сериновые протеазы микроорганизмов:
конвергентная эволюция

Определение кристаллической структуры бактериальной се-
риновой протеазы — субтилизина из Bacillus amyloli-
quifaciens — показало, что данный фермент резко отли-
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чается от сериновых протеаз млекопитающих [39]. Это не было
неожиданностью, поскольку субтилизин имеет иную аминокис-
лотную последовательность. Однако при более детальном ис-
следовании обнаружилось, что по способности связывать суб-
страт и по своим каталитическим свойствам эти ферменты фун-
кционально идентичны. В субтилизине имеется система с
переносом заряда, такая же, как у аналогичных ферментов мле-
копитающих, система водородных связей для связывания кар-
бонильного кислорода и ацетамидной NH-группы субстрата и
тот же набор подцентров для связывания ацильного фрагмента
субстрата (рис. 1.12, см. также ниже). По-видимому, в данном
случае мы имеем пример конвергентной эволюции. Различные
организмы, начиная с разных третичных структур, выработали
некий общий механизм катализа.

Как было показано позже, некоторые сериновые протеазы
неживотного происхождения на 20—50% гомологичны анало-
гичным ферментам млекопитающих (табл. 1.4), что свидетель-
ствует о значительном сходстве их третичных структур. Когда

Таблица 1.4

Различия между сериновыми протеазамиа'

Фермент

Трипсин

Эластаза

Субтилизин

Источник

Бык
Акула
5. griseus
Свинья
М. sorangium
S. griseus
В. subtilis
В. amyloliquifaciens

Гомологичность, %

100
69
43
48
26

~ 2 0
0
0

а ' Данные взяты из табл. 1.3 и работы Delbaere L. Т. J,, Hutcheon
W. L. В., James М. N. G., Thiessen W. E., Nature, Lond., 267, 758 (1975).

была установлена кристаллическая структура эластазоподобной
протеазы из 5. griseus, оказалось, что, хотя ее полипептидная
цепь существенно короче (186 аминокислотных остатков вместо
246 в а-химотрипсине), 2/3цепи имеет ту же конформацию, что и
у ферментов млекопитающих [40]. Возможно, бактериальные и
панкреатические ферменты происходят от общего предшествен-
ника, хотя следует отметить, что эволюционные взаимосвязи
между этими типами организмов совершенно неясны.
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3. Карбоксипептидазы [41, 42]

Карбоксипептидаза А гидролизует белки с С-конца полипеп-
тидной цепи. Она специфична в отношении гидрофобных боко-
вых цепей фенилаланина, тирозина и триптофана. Карбоксипеп-
тидаза В специфична в отношении положительно заряженных
боковых цепей лизина и аргинина. Между этими ферментами
существует такая же связь, как между химотрипсином и трип-
сином. Их аминокислотные последовательности идентичны на
49%. Что касается различий в третичной структуре, то они
имеются лишь в участках молекул, расположенных на поверхно-
сти. Основное отличие состоит в том, что остаток Пе-255, нахо-
дящийся в кармане карбоксипептидазы А, в карбоксипептидазе
В заменен на Asp-255, необходимый для связывания положи-
тельно заряженных боковых цепей основных субстратов.

4. Дегидрогеназы и домены [43]

Вполне разумно предположить, что ЫАО+-зависимые дегид-
рогеназы — класс ферментов, связанных с одним и тем же ко-
фактором и обладающих одной и той же функцией — составля-
ют группу структурно родственных ферментов. По-видимому,
так оно и есть, однако структурное родство проявляется не столь
четко, как в случае сериновых протеаз. При наложении молекул
лактатдегидрогеназы акулы и растворимой малатдегидрогеназы
свиньи (первых двух ферментов класса NAD+-3aBHCHMbix дегид-
рогеназ, которые удалось получить в кристаллическом виде)
наблюдается почти полное их совмещение; исключение состав-
ляют первые 20 остатков лактатдегидрогеназы. Вполне есте-
ственно было предположить, что эти ферменты произошли от
общей дегидрогеназы-предшественника. Установление структу-
ры алкогольдегидрогеназы из печени лошади и глицеральде-
гид-3-фосфат—дегидрогеназы омара, которая оказалась суще-
ственно иной, усложнило картину, хотя и обнаружилось, что
каждый из четырех ферментов состоит из двух доменов и один
из них одинаков у всех четырех белков. Это участок, на котором
происходит связывание NAD+ (рис. 1.13).

Обнаруженные структурные особенности привели к созданию
следующей гипотезы: дегидрогеназы появились в ходе эволюции
в результате слияния гена, который кодировал участок фермен-
та, связывающий динуклеотид, с рядом генов, каждый из кото-
рых кодировал отдельный «каталитический домен». Такой меха-
низм дает весьма простой способ получения семейства фермен-
тов с разной специфичностью.

Складка в молекуле фермента, где происходит связывание
нуклеотида, имеет сложную структуру, изменяющуюся при
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Рис. 1.13. Домены в молекуле глицеральдегид-З-фосфат—дегидрогеназы из
В. stearothermophilus. [Biesecker G., Harris J. I., Walker J. E., Wonacott A.,

Nature, Lond., 266, 328, (1977).]



ТРЕХМЕРНАЯ СТРУКТУРА ФЕРМЕНТОВ 35

переходе от одной дегидрогеназы к другой. В первом приближении
можно считать, что она образована шестью параллельными
участками р-структуры и четырьмя параллельными спиральны-
ми участками, направление которых противоположно направле-
нию р-структуры. Подобная структура встречается у многих
связывающих нуклеотиды белков, например у фосфоглицерат-
киназы. Однако она обнаружена и у таких белков, как флаво-
доксин, которые не относятся к нуклеотид-связывающим. Явля-
ется ли это сходство указанием на наличие общего эволюцион-
ного белка-предшественника или оно связано только с ограни-
ченностью числа способов укладки полипептидной цепи — не
известно.

Г. Структура фермент-субстратных комплексов

Удивительная особенность ферментативного катализа состо-
ит в том, что фермент специфическим образом связывает суб-
страт и все реакции протекают внутри фермент-субстратного
комплекса. Таким образом, чтобы понять, как работает фермент,
необходимо знать структуру не только нативного фермента, ной
комплексов фермента с субстратами, а также промежуточных
соединений и продуктов. Только в этом случае мы сможем по-
нять, как происходит связывание субстрата, какие каталитиче-
ские группы участвуют в этом процессе и какие структурные
изменения происходят в субстрате и ферменте при образовании
фермент-субстратного комплекса. Основная трудность на этом
пути связана с тем, что реакции в фермент-субстратных комп-
лексах и образование продуктов протекают за доли секунды,
тогда как для снятия рентгенограммы требуется, как правило,
несколько часов. В связи с этим обычно определяют структуру
комплексов ферментов с продуктами реакции, ингибиторами
или аналогами субстратов.

1. Методы исследования
фермент-субстратных комплексов

а. Разностный Фурье-метод

Обычно белковые кристаллы содержат около 50% раствори-
теля, иногда эта величина уменьшается до 30%, но никогда не
бывает меньше. Нередко в кристаллах имеются заполненные
растворителем каналы, которые идут от поверхности образца к
активному центру; по ним субстраты могут диффундировать
внутрь кристаллов и связываться с ферментом. Часто проводят
сокристаллизацию фермента с субстратами. Разностный Фурье-
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метод позволяет установить структуру комплекса в том случае,
когда связывание лиганда не сопровождается сильными изме-
нениями в структуре или упаковке молекул фермента в кристал-
ле. Этот метод состоит в выявлении различий между рентгено-
граммами исходных кристаллов белка и этих же кристаллов,
пропитанных раствором лиганда. Электронную плотность мо-
лекулы связанного лиганда и любые незначительные измене-
ния в структуре фермента можно определить, не устанавливая
полную структуру комплекса.

б. Получение стабильных комплексов

Отправным пунктом в первых опытах по определению
структуры фермент-субстратного комплекса, в котором субстрат
связан продуктивно, была структура стабильных комплексов
между ферментом и ингибитором. Классическим примером та-
кого рода является установление структуры лизоцима (см. конец
данной главы). Указанный подход можно реализовать несколь-
кими способами. Например, можно связать определенную часть
молекулы субстрата с ферментом и установить структуру
остальной части путем построения модели. Другой способ состо-
ит в использовании не способного к ферментативному превра-
щению аналога субстрата, в котором модифицирована реакци-
онноспособная связь. Показательным примером применения по-
добного подхода может служить связывание рибонуклеазой
фосфоната вместо фосфата (гл. 12, разд. В).

Иногда удается прямо исследовать реакционноспособный
фермент-субстратный комплекс в условиях, при которых фермен~
тативная реакция не протекает. Эти прием и основаны на ис-
пользовании медленно реагирующих субстратов при рН, когда
фермент почти полностью инактивирован в результате перехода
остатка каталитического центра в другое ионное состояние
(см. индолилакрилоилхимотрипсин), или при очень низких тем-
пературах (ацильное производное эластазы; см. ниже), либо на
использовании химически модифицированного фермента. При-
мером химической модификации является восстановление кар-
боксильной группы важного в каталитическом отношении остат-
ка Asp-52 лизоцима до спиртовой группы (см. ниже и гл. 12,
разд. Д).

Иногда удается прямо исследовать реакционноспособный
фермент-субстратный комплекс при быстром протекании реак-
ции. Эта возможность реализуется в тех случаях, когда между
субстратом и продуктом устанавливается равновесие, смещенное
в сторону образования субстрата. Добавление к равновесной
смеси фермента не может изменить положение равновесия в
растворе, в результате чего удается получить стабильный фер-
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мент-субстратный комплекс. Однако нет никакой уверенности в
том, что положение равновесия, имеющее место в растворе,
остается прежним для связанных с ферментом реагентов (гл. 3).
Примером такого равновесия служит гидролиз дипептида,
предпочтительный синтез которого можно стимулировать введе-
нием избытка амина [44, 45]:

RCONHR' <-^ RCO2-+ Н++ R'NH2. (1.4)

Этот подход был использован также в опытах с применением
ЯМР-спектроскопии [46].

Другим примером является связывание диоксиацетонфосфа-
та триозофосфатизомеразой (гл. 12, разд. Ж.1). Этот фермент
катализирует изомеризацию одного реагента в другой; устанав-
ливающееся равновесие сдвинуто в сторону образования одной
из форм. Напомним, что для обратной реакции комплекс фер-
мент—продукт является фермент-субстратным комплексом.

Примеры применения всех этих подходов обсуждаются в
гл. 12. Ниже несколько более подробно рассмотрены сериновые
протеазы и лизоцим. Эти ферменты сыграли важную роль в
развитии обсуждаемых здесь идей и методов и часто упомина-
ются в данной книге.

2. Пример 1: сериновые протеазы

Пептиды и синтетические сложные эфиры гидролизуются
сериновыми протеазами с образованием в качестве промежу-
точного продукта ацилфермента [47]:

Е—ОН + RCONHR' ч=^= Е—OH.RCONHR'

О"

Е—О—С—R ч = * Е—OCOR ц=£ Е—OH.RCO2H

NHR' + т1 О-5)
N H R NH2R' | |

Е—ОН + RCO2H

Сначала в результате атаки субстрата гидроксилом
Ser-195 образуется нековалентно связанное промежуточное со-
единение, превращающееся в тетраэдрическое промежуточное
соединение. Затем это соединение распадается с образованием
ацилфермента с высвобождением амина или спирта. Далее про-
исходит гидролиз ацилфермента и образование комплекса фер-
мент—продукт. Кристаллографические исследования позволи-
ли установить структуру большинства из этих комплексов.
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Структура остальных может быть получена путем построения
моделей. Двигаясь в обратном направлении, от «фермент-про-
дуктного» комплекса к фермент-субстратному, Стейц и др. [48]
установили структуру комплекса химотрипсина с продуктом —

Рис. 1.14. Ленточная диаграмма полипептидной цепи соевого ингибитора
трипсина. Зачерненные участки — области контакта с ферментом. [Blow D. М.,

Janin J., Chotia С, Nature, Lond., 249, 54 (1974).]

Ы-формил-Ь-триптофаном. Авторы использовали диффузию
продукта внутрь кристаллического фермента с последующим
применением разностного Фурье-метода. Структуру неспеци-
фичного ацилфермента, индолилакрилоилхимотрипсина, опреде-
ляли при рН 4, когда деацилирование комплекса происходит

очень медленно [49]. Субстрат, активированное производное
кислоты — индолилакрилоилимидазол, диффундировал в кри-
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сталл, где ацилировал Ser-195. Структуру карбобензоксиаланил-
эластазы определяли при температуре —55°С [50, 51].

Природа предоставила нам редкую возможность установить
структуру фермент-субстратных комплексов трипсина и химо-
трипсина с полипептидами, создав множество ингибиторов-по-
липептидов, которые очень прочно связываются с трипсином и
химотрипсином, поскольку зафиксированы в той конформации,
которую субстрат принимает при связывании [52]. Эти поли-
пептиды не гидролизуются при физиологических условиях, так
как подвижность аминогруппы, которая высвобождается при
расщеплении пептида, ограничена и она не может диффундиро-
вать из активного центра фермента. При устранении ограниче-
ний в панкреатическом ингибиторе трипсина путем восстановле-
ния дисульфидного мостика в полипептидной цепи пептидная
связь между Lys-15 и Ala-16 легко расщепляется трипсином
[53]. Структура трипсина, его комплекса с основным панкреа-
тическим ингибитором трипсина и свободного ингибитора была
установлена при разрешении 1,4, 1,9 и 1,7 А соответственно [54].
Полученные данные относятся к числу наиболее точных — поло-
жение атомов известно с точностью 0,1—0,2 А. Эти и другие
исследования дали следующую информацию относительно свя-
зывания субстратов [55—65].

а. Центр связывания

«Центр связывания» полипептидного субстрата состоит из
ряда подцентров, расположенных по поверхности фермента. Эти
подцентры обозначаются так, как показано на схеме (1.6). Ами-
нокислотные остатки полипептидного субстрата обозначаются
буквой Р, а подцентры — буквой S. Если не считать первичного
подцентра Si, связывающего боковые цепи ароматических суб-
стратов химотрипсина или основных аминокислотных субстратов
трипсина, в сериновых протеазах нет никаких явно выраженных
складок или желобков, которые предназначались бы для связы-
вания субстрата.

S4 S3 S2 Sj Si Si

О О О О О .О

—NHCHC—NHCH(5-NHCHCyNHCH(^-NHCHC—NHCHC—NH—

R: R't R'Z (1.6)R 4 R 3

Р 4
P, P'i Pi

Расщепление
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б. Первичный подцентр связывания (S,)

Карман, связывающий ароматические боковые цепи специ-
фических субстратов химотрипсина, представляет собой четко
выраженную впадину глубиной 10—12 А, имеющую в попереч-
ном сечении размеры 3,5—4 А на 5,5—6,5А [48]. Эти параметры
точно соответствуют размерам ароматического кольца, ширина
которого составляет 6 А, а толщина — 3,5 А. Диаметр метилено-
вой группы равен 4 А (гл. 9), так что боковые цепи лизина или

Рис. 1.15. Схематическое изображение участка связыва-
ния уходящей группы в химотрипсине, полученное с по-
мощью подгонки модели ингибитора панкреатического

трипсина к структуре фермента [65].

аргинина прочно связываются аналогичной по форме впадиной в
молекуле трипсина. Как указывалось в разд. В.1, в трипсине на
дне такого кармана имеется карбоксильная группа, предназна-
ченная для связывания положительного заряда на конце боко-
вой цепи субстрата, а в эластазе вход в карман частично блоки-
рован.

Карман, связывающий субстрат в химотрипсине, можно на-
звать «гидрофобным карманом», поскольку он образован непо-
лярными боковыми цепями аминокислот. Эти цепи создают
подходящую среду, необходимую для связывания неполярных
или гидрофобных боковых цепей субстратов. Физическая приро-
да и прочность гидрофобных сил обсуждаются в гл. 9.

Участок гидрофобного связывания в субтилизине представ-
ляет собой не столь четко выраженную впадину, как у панкреа-
тических ферментов; он больше похож на неглубокую выемку.
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Образование же водородных связей характерно в равной степе-
ни для всех ферментов (рис. 1.12).

Участок связывания реакционноспособного кислорода кар-
бонильной группы локализован на полипептидном остове между
NH-группами Ser-195 и Gly-195. Образующиеся здесь водород-
ные связи имеют большое значение, поскольку кислород в про-
цессе реакции приобретает отрицательный заряд. Водородная
связь имеется также между NH-группой N-ациламинового
фрагмента субстрата и С=О-группой Ser-214.

в. Подцентры Si, S2, S3

Водородная связь между NH-группой N-ациламинового
фрагмента субстрата и карбонильной группой Ser-214 является
началом непротяженной области, имеющей антипараллельную
(3-структуру, которая образована аминокислотными остатками
Ser-214, Тгр-215 и Gly-216 фермента и остатками Pi, P2 и Р 3

субстрата
О R3 H R2 О R,

II I I I II I
_ С — N — С Н — С — N — С Н — С — N — С Н —

I II I
Н О Н

о н 6
II I II

_ N — С — С Н — N — С — С Н — N — С — С Н — N —

I ! II I I II
Н Н О R H R' Н

Gly-216 Trp-215 Ser-214

г. Подцентр Si— участок связывания уходящей группы
Строение подцентра связывания уходящей группы соответ-

ствует конформации L-аминокислот [65]. Взаимодействие с
ферментом носит в основном гидрофобный характер, что обус-
ловливает отсутствие экзонуклеазной активности фермента; для
проявления последней требуется связывание ионизированной
карбоксильной группы в неполярной области (рис. 1.15). («Ухо-
дящая группа»— жаргонное выражение, относящееся к заме-
щаемой группе в молекуле, в данном случае в ацильной груп-
пе.)

3. Пример 2: лизоцим

Лизоцим катализирует гидролиз полисахарида, являющего-
ся основным компонентом клеточной стенки некоторых бактерий.
Этот полимер состоит из чередующихся единиц N-ацетилглюко-
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замина (NAG) и N-ацетилмурамовой кислоты (NAM), связан-
ных р(1-v 4)-связями (рис. 1.16). Установление структуры
лизоцима — это одно из выдающихся достижений рентгено-
структурного анализа [66—68]. Если определение структуры
кристаллов сериновых протеаз явилось кульминационной точкой
многолетних исследований, проходящих через всю историю эн-
зимологии, то выяснение структуры малоизвестного фермента

Расщепление

(NAG) (NAM) (NAM)

R=CH3-CH-COOH

Рис. 1.16. Полисахаридный субстрат лизоцима, обнаруженный в клеточных
стенках бактерий.

лизоцима послужило стимулом к исследованию белков в рас-
творе. Кроме того, определение кристаллической структуры ис-
ходного фермента и его комплексов с ингибиторами пролили
свет на неизвестный ранее механизм действия этого фермента.

В отличие от химотрипсина лизоцим имеет четко выражен-
ную глубокую впадину для связывания субстрата, простираю-
щуюся вдоль одного края молекулы, которая имеет форму
эллипсоида. Эта впадина частично образована неполярными бо-
ковыми цепями аминокислот, обеспечивающими связывание не-
полярных областей субстрата, и, кроме того, имеет участки
связывания ациламиновых и гидроксильных групп с помощью
водородных связей. В этой впадине располагается шесть участ-
ков связывания субстрата, обозначаемых через А, В, С, D, Е и F.
Остатки NAM могут связываться только на участках В, D и F,
тогда как остатки NAG синтетических субс!ратов — на всех
участках. Расщепляемая связь располагается между участками
D и Е. Ввиду отсутствия природных ингибиторов определить
структуру продуктивного фермент-субстратного комплекса та-
ким же способом, каким это было сделано в случае химо-
трипсина и трипсина, пока не представляется возможным. Ис-
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пользуемый в настоящее время метод основан на построении
моделей. С его помощью установлена структура фермента и
комплекса фермента с ингибитором (NAG)3 [67]. Это соедине-
ние является плохим субстратом для данного фермента —струк-
турные исследования показали, что он связывается непродук-
тивно на участках А, В, С, минуя участки D и Е, где происходит
расщепление связи. Структура продуктивного комплекса была
установлена посредством построения проволочной модели комп-
лекса (NAG)3 с ферментом, а также удлинения полисахаридной
цепи путем дальнейшего наращивания структурных единиц
NAG; при этом использовались интуитивные представления о
возможных местах связывания этой цепи с ферментом. В насто-
ящее время такая работа выполняется с использованием ЭВМ,
позволяющих оптимизировать соответствие между ферментом и
субстратом. Установлено, что расщепляемая связь располагает-
ся между карбоксильными группами Glu-35 и Asp-52, которые
находятся в неионизированном и ионизированном состояниях
соответственно. Роль этих групп в расщеплении связей обсуж-
дается в гл. 12.

В заключение отметим, что связывающие участки лизоцима и
сериновых протеаз почти комплементарны субстратам: неполяр-
ные участки субстрата контактируют с неполярными боковыми
цепями аминокислот; участки субстрата, способные образовы-
вать водородные связи, связываются с NH-группами полипеп-
тидного остова белка или (как в случае лизоцима) с полярными
боковыми цепями аминокислот. Благодаря этому подвергаю-
щаяся каталитическому превращению часть субстрата удержи-
вается вблизи кислых, основных или нуклеофильных групп
фермента.
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2 Г л а в а

ХИМИЧЕСКИЙ КАТАЛИЗ

Из структурных и кинетических исследований ферментов из-
вестно, что эти молекулы имеют определенные участки, связы-
вающие субстраты, что иногда они образуют промежуточные
соединения с ковалентными связями и содержат кислые, основ-
ные и нуклеофильные группы. В этой главе мы рассмотрим
причины, по которым указанные особенности ферментов необхо-
димы для катализа, и механизм их использования. Роль энергии
фермент-субстратного связывания будет рассмотрена в гл. 10.

В основе многих концепций катализа лежит теория переход-
ного состояния. Поскольку даже поверхностное знакомство с
этой теорией значительно упрощает понимание одних представ-
лений и совершенно необходимо для понимания ряда других, мы
рассмотрим ее основные положения и область применения. За-
тем мы обсудим основные принципы химического катализа и
факторы, определяющие каталитическую эффективность фер-
ментов, далее ознакомимся с наиболее развитыми областями
кинетики и основами гомогенного катализа и прежде всего об-
судим, какие факторы определяют реакционную способность
молекул (что такое хорошая нуклеофильность и что такое хоро-
шая уходящая группа для данной реакции); остановимся также
на зависимости реакционной способности молекул от их струк-
туры. И наконец, для удобства попутно изложим некоторые
сведения из области кинетики и стереохимии.

А. Теория переходного состояния [1 —4]

Существует несколько теорий химической кинетики. Про-
стейшая из них — теория столкновений, которая используется в
гл. 4 для расчета констант скорости столкновения молекул в
растворе. Более сложной является теория переходного состоя-
ния, особенно полезная при анализе зависимости реакционной
способности молекул от их структуры. При этом процессы стол-
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кновения реагентов не рассматриваются: теория имеет дело
только с самими реагентами (основное состояние) и с наиболее
нестабильными соединениями, образующимися в ходе реакции
(переходное состояние). Переходному состоянию соответствует
максимум на кривой изменения энергии реагентов вдоль коор-
динаты реакции (рис. 2.1); в этом состоянии химические связи

Рис. 2.1. Переходному со-
стоянию соответствует ма-
ксимум, а промежуточно-
му состоянию — минимум на
кривой зависимости энергии

от координаты реакции.

Переходное
состояние

Промежуточное
V соединение

Координата реакции

непрерывно образуются и разрываются. Напротив, промежуточ-
ным соединениям со стабильными химическими связями со-
ответствуют минимумы на рассматриваемой кривой. Простой
способ расчета скорости реакции основан на допущении, что
между переходным и основным состояниями существует термо-
динамическое равновесие; в этом случае концентрацию переход-
ного состояния можно рассчитать из разности энергии этих со-
стояний. Общую скорость реакции получают затем умножением
концентрации переходного комплекса на константу скорости его
распада. Расчет гораздо проще, чем кажется на первый взгляд,
поскольку разность энергий между основным и переходным
состояниями используется только качественно, и можно пока-
зать, что все переходные состояния при данной температуре
распадаются с одинаковой частотой.

Рассмотрим мономолекулярную реакцию. Предположим, что
разность энергий Гиббса для переходного (X*) и основного (X)
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состояний равна AG*. Воспользуемся хорошо известным соот-
ношением равновесной термодинамики'

[X+] = [ X ] e x p ( - A G + / ^ ) . (2.1)

Частота распада переходного комплекса совпадает с частотой
колебаний v разрываемой связи. Эта частота получена из ра-
венства энергий возбужденного осциллятора, рассчитанных на
основе квантовой теории (Е = ftv) и классической физики
(Е = kT)

kT/h (2.2)

где k — константа Больцмана, h — постоянная Планка. При
25°С v = 6,212-1012 с-1.

Следовательно, скорость распада молекул X определяется
уравнением

-d[X]/d/ = v [ X * ] = (2.3)

= [X] (kT/h) exp ( - AG*/RT), (2.4)

а константа скорости первого порядка для распада молекул X
равна

kx = {kT/h) exp ( - AG*/RT). (2.5)

При необходимости энергия активации Гиббса AG* может
быть подразделена на энтальпийную и энтропийную составляю-
щие в соответствии с существующим в равновесной термодина-
мике соотношением

AG* = AH* -TAS*, (2.6)

где АН* — энтальпия активации, a AS* — энтропия актива,
ции. Таким образом,

А, = (kT/h) exp (AS*//?) exp ( - AH*/RT). (2.7)

(При более строгом подходе в это выражение входит множи-
тель, известный под названием трансмиссионного коэффициента,
однако обычно он близок к 1, и им можно пренебречь.)

1 Для простых кинетических экспериментов и опытов по связыванию наи-
более полезны два термодинамических уравнения: а) соотношение между
изменением энергии Гиббса и константой равновесия реакции

Д<2= — RT\nK;

б) соотношение между изменением энергии Гиббса и изменениями эн-
тальпии и энтропии

Д G = АЯ — Т AS.
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1. Значение теории переходного состояния
и ее применение

Ценность теории переходного состояния заключается в том,
что она связывает скорость реакции с разностью энергий Гиббса
для переходного и основного состояний. Это особенно важно при
рассмотрении относительной реакционной способности субстра-
тов или при сравнении скорости данной реакции в различных
условиях. Иногда удается рассчитать отношение скоростей или в
более общем случае качественно определить характер изменения
реакционной способности. Например, щелочной гидролиз такого
эфира, как фенилацетат, включает атаку нейтрального реагента
в основном состоянии отрицательно заряженным гидроксил-
ионом. Это означает, что переходный комплекс должен нести
некоторый отрицательный заряд, перенесенный на эфир. Можно
ожидать, что n-нитрофенилацетат является более реакционно^
способным соединением, чем фенилацетат, поскольку нитрогруп-
па оттягивает на себя электрон и стабилизирует отрицательно
заряженное переходное состояние. Рассмотрим спонтанное раз-
ложение трет-бутилбромида на ион трет-бутилкарбония и бро-
мид-ион. Переходное состояние этой реакции должно иметь
биполярный характер, поэтому полярный растворитель (напри-
мер, вода) будет стабилизировать его, а неполярный (например,
диэтиловый эфир)—дестабилизировать. В гл. 10 и 11 мы рас-
смотрим применение теории переходного состояния для количе-
ственного анализа ферментативных реакций — выявления зави-
симости реакционной способности и специфичности от структуры
при дискретном изменении структуры субстрата.

2. Постулат Хэммонда [5]

Для применения теории переходного состояния, а также при
анализе данных по зависимости реакционной способности ре-
агентов от структуры весьма полезен постулат Хэммонда. Посту-
лат утверждает, что если в ходе реакции образуется нестабиль-
ное промежуточное соединение, то переходный комплекс будет
близок к нему по структуре. Связано это с тем, что нестабиль-
ному промежуточному соединению отвечает неглубокий мини-
мум на диаграмме изменения энергии системы вдоль координа-
ты реакции, расположенный вблизи максимума кривой. Посту-
лат Хэммонда позволяет предсказать структуру переходного
состояния и способ его стабилизации. Например, промежуточ-
ным соединением в реакции, катализируемой лизоцимом, явля-
ется карбоксоний-ион (рис. 2.2). Поскольку это нестабильное
высокоэнергетическое соединение, есть основания считать, что
переходное состояние имеет структуру карбоксоний-иона.
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К бимолекулярным реакциям постулат Хэммонда неприменим.
В этих реакциях участвуют две молекулы, при столкновении
которых образуется один переходный комплекс, и изменение
энергии Гиббса обусловлено в основном уменьшением энтропии
(разд. Б.4). Постулат Хэммонда справедлив главным образом
по отношению к разностям энергий, и его применение наиболее
эффективно в случае мономолекулярных реакций. Иногда он

Рис. 2.2. Переходное состояние для реакции рас-
щепления ацеталя по своей структуре близко к
промежуточному соединению — карбоний-иону, ко-
торому соответствует небольшой минимум вблизи
максимума на кривой зависимости энергии от ко-

ординаты реакции.

выполняется и в такой ситуации, когда
гентов и продуктов достаточно велика,
нестабильны, то переходное состояние по
к ним. Если же нестабильны исходные
состояние имеет структуру, аналогичную
тов (правда, в этом последнем случае
менее строго).

разность энергий реа-
Если продукты очень

своей структуре близко
реагенты, переходное

структуре этих реаген-
постулат выполняется

Б. Принципы катализа

1. В каких случаях и почему необходим катализ

Чтобы показать, насколько велика роль катализа, рассмот-
рим некатализируемые реакции, которые в принципе ускоряют-
ся химотрипсином и лизоцимом.

Атака эфира водой в отсутствие катализа приводит к обра-
зованию переходного состояния, в котором атакующая молекула
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воды приобретает положительный заряд, а кислород карбо-
нильной группы — отрицательный.

К~\ — R-F\ (2.8)
OR / OR

О М

Некатализируемый гидролиз ацеталя сопровождается образо-
ванием переходного состояния, близкого по своей структуре к
карбоний-иону и алкоксид-иону.

О /—О
(2/----OR (2.9)

В обеих реакциях переходное состояние крайне невыгодно,
поскольку возникают нестабильные положительный и отрица-
тельный заряды. Стабилизация этих зарядов ускоряет реакцию,
понижая энергию переходного состояния. Положительный за-
ряд на атакующей молекуле воды можно стабилизировать
переносом в процессе реакции одного из протонов на основание.
Такой механизм ускорения реакции носит название общий ос-
новный катализ. На приведенной ниже схеме роль общего ос-
новного катализатора играет ацетат-ион.

R'-C * R ' - C

/

A d (2.Ю)

ГГН CCH3

Отрицательный заряд на молекуле спирта, образующегося из
ацеталя, можно стабилизировать путем переноса протона от кис-
лоты. Такой механизм называется общим кислотным катализом.
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На приведенной ниже схеме роль общего кислотного катализа-
тора играет уксусная кислота.

-9* а №

\ v
)ссн, > ,

о о

Рассмотренный кислотно-основный катализ называется об-
щим, с тем чтобы отличать его от специфического кислотного
или основного катализа, в котором катализатором является
протон или гидроксил-ион.

Положительный и отрицательный заряды можно стабилизи-
ровать и с помощью электростатического катализа. Так, поло-
жительно заряженный карбоний-ион не удается стабилизиро-
вать путем общего основного катализа, поскольку он не ионизи-
руется, однако его можно стабилизировать электрическим полем
отрицательно заряженного карбоксилат-иона. Отрицательный
заряд на оксианионе также может быть стабилизирован с по-
мощью таких положительно заряженных ионов металлов, как
Zn 2 + или Mg2+. Стабилизация отрицательного заряда, т. е. элек-
трона, называется электрофильным катализом.

Рассмотренные выше типы катализа основаны на стабилиза-
ции переходного состояния реакции без изменения ее механиз-
ма. Но каталитический процесс может изменить путь протекания
реакций. Типичный пример такого рода — нуклеофильный ката-
лиз переноса ацила или реакции гидролиза. Гидролиз уксусного
ангидрида существенно ускоряется в присутствии пиридина
благодаря быстрому образованию высокореакционноспособного
ацетилпиридиний-иона.

сн/ / Б™ СН3/

\\ /Г

(2.12)
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Для эффективного нуклеофильного катализа необходимо,
чтобы замещающее нуклеофильное соединение имело более
сильно выраженный нуклеофильный характер, чем замещаемое,
а промежуточное соединение было более реакционноспособным,
чем исходное.

Нуклеофильный катализ —это типичный случай ковалентно-
го катализа: субстрат временно модифицируется путем образо-
вания ковалентной связи с катализатором, в результате чего
образуется реакционноспособное промежуточное соединение.
Известно также множество примеров электрофильного катализа
путем ковалентной модификации. Как мы увидим ниже, в реак-
циях, протекающих с участием пиридоксальфосфата и тиамин-
пирофосфата, и в реакциях образования шиффовых оснований
электроны стабилизируются путем их делокализации.

2. Общий кислотно-основный катализ

а. Обнаружение и количественный анализ

Эффективность общего катализа реакции гидролиза эфира
оценивается по возрастанию константы скорости реакции гидро-
лиза при увеличении концентрации кислоты или основания.
Обычно это делается при постоянном значении рН, что обеспе-
чивает постоянство отношения кислых и основных форм катали-
затора. Важно, чтобы ионная сила реакционной смеси сохраня-
лась постоянной, поскольку многие реакции чувствительны к
изменению концентрации солей. Чтобы выяснить, какой формой
катализатора — кислой или основной—-осуществляется ката-
лиз, необходимо провести измерения, меняя состав буфера.
Скорость гидролиза эфира обычно пропорциональна концентра-
ции основного компонента буфера, т. е. имеет место общий
основный катализ. Наклон прямой, представляющей собой за-
висимость константы скорости от концентрации основания, дает
константу скорости второго порядка для общего основного ка-
тализа (рис. 2.3).

б. Эффективность кислотно-основного катализа: уравнение
Брёнстеда [6]

Установлено, что эффективность общего основного катализа
в реакциях гидролиза эфира пропорциональна основности ката-
лизатора [7]. Зависимость константы скорости этой реакции от
концентрации основания определяется уравнением

(2.13)
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Выражение (2.13) представляет собой одно из уравнений
Брёнстеда. р — Коэффициент Брёнстеда, который является ме-
рой чувствительности реакции к р/(а сопряженной основанию
кислоты, А — константа, характерная для данной реакции.

0,2 0,4 0,6
[Основание], М

0,8

Рис. 2.3. Определение констант скорости гидролиза этилдихлорацетата, ката-
лизируемого по механизму общего основного катализа [Jencks W. Р., Саг-
riuolo J., Amer. chem. Soc, 83, 1743 (1961).] На графике изображена зависи-
мость констант скорости первого порядка от концентрации основания. Наклон
прямых дает константы скорости реакций второго порядка для случая об-
щего основного катализа (кг). Точка пересечения прямых с осью ординат,
в которой концентрация буфера равна нулю, дает константу скорости «спон-
танного» гидролиза при данном рН. Зависимость константы скорости «спон-
танного» гидролиза от рН дает константы скорости для катализа ионами Н+
и ОН~. Видно, что пиридин более эффективный катализатор, чем ацетат-ион,

который является более слабым основанием.

Уравнения Брёнстеда справедливы и в случае общего кис-
лотного катализа, например для гидролиза некоторых ацеталей
[8—10]. В этом случае соответствующее соотношение имеет вид

lgk2 = A — арЛ:а, (2.14)

т. е. вместо р используется а. Для кислотно-основного катализа
значения а и р лежат в интервале между 0 и 1 (за исключением
некоторых карбоновых кислот) [11], поскольку при полном пе-
реносе протона а= 1, а когда переноса не происходит совсем,
а = 0. Обычно же для гидролиза эфира эти значения лежат в
интервале от 0,3 до 0,5, а для гидролиза ацеталей — вблизи 0,6.
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В табл. 2.1 и 2.2 приведены данные по увеличению скорости
реакций в присутствии общих основных и кислотных катализа-
торов. Все величины рассчитаны из уравнения Брёнстеда при
значениях р/Са 15,74 и —1,74 для ионизации Н2О и Н3О+ (т.е. из

,5s»

Рис. 2.4. График зависимости Брёнстеда для гидролиза этилдихлорацетата
по механизму общего оснбвного катализа. Логарифмы констант скорости вто-
рого порядка, полученные из графика рис. 2.3, отложены в зависимости от
р/Са кислоты, сопряженной каталитическому основанию. Наклон прямой ра-
вен р. Обратите внимание, что точки, отвечающие азотистым основаниям (•),
ложатся на ту же прямую, что и точки, отвечающие основаниям типа окси-
анионы (О), показывая, что катализ зависит в первую очередь от силы

основания, а не его химической природы.

соотношения [Н+] [ОН-] = 10~14 и в предположении, что кон-
центрация воды равна 55 М). Эффективность катализа сильно
зависит от ос, р и значения р/Са катализатора. Определяющим
фактором является состояние ионизации катализатора в усло-
виях протекания реакции. Кислота с р/Са = 5 является гораздо
более эффективным общим кислотным катализатором, нежели
кислота с р / ( а = 7 . Однако при рН. 7 в активной форме нахо-
дится только 1% молекул кислоты с р/Са = 5, остальные 99%
молекул ионизированы. Кислота с рКа = 7 при рН 7 ионизиро-
вана только на 50%, остальные 50% составляет активная форма.
Из табл. 2.2 видно, что при а ^ 0,85 кислота с р/(а = 7 при рН
7 является более эффективным катализатором, чем кислота с
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Таблица 2.1

Влияние р на общий основный катализ

В

0
0,3
0,5
0,7
0,85
1

Скорость реакции в 1М растворе
основания

Скорость реакции

Р К а = 5

1
2,9

44
951

9,7-103

105

в воде

Р * а = 7

1
8,6

427
2,4 • 104

4,9 • 105

10'

Таблица 2.2

Влияние а и степени ионизации на общий основный катализ

а

0
0,3
0,5
0,7
0,85
1

Скорость реакций в 1М
растворе кислоты

Скорость реакции в

Р К а = 5

1
31

4,3 • 103

6-10 5

2,5 • 107

109

р К а = 7

1
8,6

427
2,4 • 104

4,9 • 105

10?

воде

Р * а = 9

1
2,9

44
951

9,7 • Ш3

105

Скорость реакции в 1М
при рН7 а )

Скорость реакции

Р*а = 5

1
1,3

42
6- 103

2,4 • 105

107

рКа = 7

1
4,8

214
1,2 • 1 0 4

2,4 • 105

5-10 е

растворе

в воде

Р * а = 9

1
2,9

43,2
940

9,7 • 103

9,9 • 104

а) Скорости реакций в 1М растворе кислоты и основания сравнивались со скоростью
некатализируемой водой реакции. Следует отметить, что протон становится эффективным
катализатором при более высоких значениях а. При а = 0,3; 0,5; 0,7; 0,85 и 1,0 скорость
реакции возрастает при рН 7 в 1,0003; 2,3' 103; 1,3-10* и 5,5-10» раз соответственно, оттесняя
на второй план при больших значениях а катализ посредством других кислот.

р/Са = 5. Аналогичным образом основание с рКа = 7 при рН
7 — более эффективный катализатор, чем основание с р/Са = 9
(при p=sC0,85), поскольку по своей природе более реакционно-
способное основание при значениях рН ниже его р/(а находится
главным образом в протонированной форме. При рН 7 наиболее
эффективными кислотно-основными катализаторами являются
те соединения, р/Са которых близко к 7. Этим объясняется ши-
рокая распространенность в ферментативном катализе гисти-
дина, имидазольное кольцо которого имеет р/(а 6—7.
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3. Внутримолекулярный катализ:
«эффективная концентрация» групп
на молекуле фермента

Как мы видели, кислотно-основный катализ является эффек-
тивным средством ускорения химических реакций. Можно ли из
этих данных определить, какова роль данного механизма в
ферментативном катализе? Непосредственное перенесение ре-
зультатов предыдущего раздела на ферменты встречает прин-
ципиальные затруднения. Дело в том, что каталитические реак-
ции в растворе — это реакции второго порядка {скорость реак-
ции возрастает с увеличением концентрации катализатора),
тогда как реакции, протекающие в пределах фермент-субстрат-
ного комплекса, представляют собой реакции первого порядка,
причем кислоты и основания являются составной частью
молекулы фермента. Возникает вопрос: какую концентрацию
кислоты или основания следует использовать в расчетах?
Экспериментальный подход к этой проблеме состоит в синтезе
соединений с каталитической группой, являющейся частью мо-
лекулы субстрата, и в последующем сравнении скоростей реак-
ций с участием этих соединений со скоростями соответствующих
внутримолекулярных реакций.

Типичным примером внутримолекулярно катализируемой ре-
акции является гидролиз аспирина [12]. Гидролиз эфирной свя-
зи ускоряется с помощью внутримолекулярного общего основ-
ного катализа. Сравнение со скоростью некатализируемого гид-
ролиза аналогичных соединений показывает, что в результате
катализа скорость реакции возрастает примерно в 100 раз [13].
Если принять, что р/Са основания равно 7, а не 3,7, как у аспи-
рина, то экстраполяция дает более высокое значение ускоре-
ния — в 5000 раз.

,со2-

(2.15)

Внутримолекулярный общий основный катализ гидролиза
также можно охарактеризовать количественно Сравнение кон-
станты скорости такого гидролиза с константой скорости
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внутримолекулярной реакции показывает, что для получения
такого же значения константы скорости первого порядка, как
и в случае внутримолекулярной реакции, необходимо взять 13 М
раствор основания [12]. Следовательно, «эффективная концен-
трация» карбоксилат-иона в аспирине составляет 13 М. Это
типичная величина для внутримолекулярного кислотно-основ-
ного катализа.

Эффективные концентрации нуклеофилов для внутримолеку-
лярных реакций часто значительно превышают это значение.
В приведенных ниже примерах рассматриваются «ненапряжен-
ные» системы; химик может синтезировать «напряженные» со-
единения. Снятие напряжения в ходе реакции существенно
увеличивает ее скорость. В случае рассматриваемых здесь про-
изводных янтарной кислоты и аспирина атакующий нуклеофил
может уйти в сторону от эфирной связи и снять напряжение.
Наблюдаемые увеличения скорости полностью обусловлены вы-
сокой эффективной концентрацией соседней группы.

а) Скорости переноса ацильной группы
в производных янтарной кислоты [14]

сн2—сч
о

,о

о о
II II

СН3С—О-ССН3

= 0,8 С 1 . (2.16)

(2.17)

Эффективная
концентрация
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б) Скорости переноса ацильной группы
в производных аспирина [15]

СО2Н СО2Н

со;

о о

у
СН 3

/ ,о
,о

О—С—СНз к, > 0,02с"1

COJ

О О

у
СН 3

о о
С—О—ССНз

Эффективная
концентрация

о-

к 2~10- 1 0М- 1С- 1 (2.19)

107М

в) Константы равновесия для реакций переноса
ацильной группы в производных янтарной кислоты
[16, 17]
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Зффектюная концентрация —СО2Н = 3 • 10 5 м.
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Эти примеры показывают, что огромное увеличение скоростей
реакций обусловлено внутримолекулярным нуклеофильным ка-
тализом.

4. Энтропия: теоретические основы
внутримолекулярного катализа
и эффективная концентрация [18, 19]

Высокая эффективная концентрация внутримолекулярных
групп — один из наиболее важных факторов, обусловливающих
эффективность ферментативного катализа. Теоретически это
можно понять с позиций теории переходного состояния и из
анализа энтропийного члена в уравнении (2.7) для константы
скорости. Эффективные концентрации можно определить путем
подстановки изменения энтропии в член exp(AS*/R) уравнения
(2.7).

а. Физический смысл энтропии

Смысл понятия «энтропия» (быть может, не совсем точно, но
вполне удовлетворительно для данного контекста) можно сфор-
мулировать так: энтропия — это мера неупорядоченности систе-
мы. Чем неупорядоченнее система, тем больше вероятность ее
существования и тем выше энтропия. Аналогичным образом
энтропия связана с пространственной свободой атомов и моле-
кул.

Преимущество внутримолекулярной реакции по сравнению с
аналогичным межмолекулярным процессом с точки зрения ка-
тализа обусловлено энтропийным фактором. В межмолекуляр-
ной реакции участвуют две или большее число молекул, а в
результате образуется одна. Это ведет к возрастанию «порядка»
и, следовательно, к уменьшению энтропии. Из уменьшения энт-
ропии можно рассчитать «эффективную концентрацию».

б. Значения энтропии

Энтропия молекулы — это сумма энтропии поступательного,
вращательного и внутримолекулярного движений. Энтропию
поступательного и вращательного движения можно точно рас-
считать для молекулы вещества, находящегося в газообразном
состоянии, из ее массы и геометрии. Энтропию колебательного
движения рассчитывают из частот колебаний, а энтропию внут-
римолекулярного вращения — из энергетических вращательных
барьеров.

Энтропия поступательного движения небольших молекул в
1 М растворе составляет примерно 120 Дж(град-моль)-1
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[30 кал-(град-моль)-1], т. е. является довольно большой вели-
чиной. Для 25°С (298 К) она равна примерно 40 кДж-моль-1

(9 ккал • моль"1). Энтропия поступательного движения пропорци-
ональна объему, занимаемому молекулой; чем меньше объем,
тем меньше возможностей для движения молекулы и тем мень-
ше энтропия. Аналогичным образом энтропия уменьшается с
увеличением концентрации вещества, поскольку средний объем,
занимаемый молекулой, обратно пропорционален концентрации.
Отметим, что зависимость энтропии от массы слабая (табл. 2.3).
10-кратное увеличение молекулярного веса (от 20 до 200) при-
водит лишь к небольшому изменению энтропии поступательного
движения.

Для больших органических молекул энтропия поступатель-
ного движения также весьма велика — до 120 Дж-(град-
•моль)-1 [30 кал-(град-моль)-1]. Она слабо растет с увеличе-
нием массы, но не зависит от концентрации.

Таблица 2.3

Энтропия поступательного, вращательного н колебательного
движений при 298 К [18]

Движение

3 поступательных степени
свободы для мол. веса 20—200

(Стандартное состояние—1М)

3 вращательных степени свободы

Вода
к-Пропан
эндо- Дициклопентадиен

Внутримолекулярное вращение

Колебания, см-'
1000
800
400
200
100

Энтропия

Дж-(град-моль)~'

120-150

44
90

114

13-21

0,4
0,8
4,2
9,2

14,2

кал •(град-моль)

29—36

10,5
21,5
27,2

3 - 5

0,1
0,2
1,0
2,2
3,4

Для большинства ковалентных связей неупругие колебания
вносят в энтропию очень небольшой вклад. Низкочастотные ко-
лебания, при которых движение атомов менее ограничено, могут
дать вклад, составляющий несколько энтропийных единиц. Энт-
ропия внутримолекулярного вращения равна 13—21 Дж-(град-
•моль)-1 [3—5 кал-(град-моль)-'] (табл. 2.3).
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в. Уменьшение энтропии при образовании из двух молекул
одной

Образование из двух молекул одной приводит к потере од-
ного набора энтропии вращательного и поступательного дви-
жения. Эти энтропийные составляющие для продукта слияния
двух молекул лишь ненамного превышают соответствующие

Рис. 2.5. Каждая из изобра-
женных в верхней части ри-
сунка молекул имеет три
поступательных степени сво-
боды и три вращательных.
Молекула, образующаяся
при слиянии двух таких мо-
лекул, имеет только три по-
ступательных степени свобо-
ды и три вращательных. Со-
ответствующее уменьшение
энтропии частично компен-
сируется за счет увеличения
энтропии внутримолекуляр-
ного колебательного и вра-
щательного движения про-

дукта.

значения для одной из исходных молекул, поскольку слабо
зависят от размера молекулы (табл. 2.3).Уменьшение энтропии
составляет примерно 190 Дж-(град-моль)-1 [45 кал-(градХ
Хмоль)- 1 ], т. е. 55—59 кДж-моль-1 (13—14 ккал-моль-1) при
25°. Это уменьшение может частично компенсироваться за счет
возрастания энтропии внутримолекулярного движения, об-
условленного появлением новых типов вращений и колеба-
ний.

Приведенное выше значение уменьшения энтропии относится
к стандартному состоянию 1 М растворов. Если раствор более
разбавлен, энтропия уменьшится еще больше, поскольку энтро-
пия поступательного движения зависит от концентрации.
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г. Энтропийное преимущество мономолекулярных реакций
над бимолекулярными

Сравним реакцию двух молекул, А и В, в результате которой
образуется третья молекула, с аналогичной внутримолекуляр-
ной реакцией:

*АВ*-*АВ (2.22)

А В-> АВ*-> АВ (2.23)
V У ч_̂  V-̂

В соответствии с вышеизложенным образование переходного
состояния АВ+ сопровождается уменьшением энтропии посту-
пательного и вращательного движения. Внутримолекулярная
циклизация [уравнение (2.23)] приводит лишь к небольшому
уменьшению энтропии внутримолекулярного вращения. Однако
уменьшение энтропии при образовании АВ* частично компен-
сируется за счет некоторого увеличения энтропии внутримоле-
кулярного вращения.

В зависимости от относительного увеличения и уменьшения
энтропии внутримолекулярного вращения при внутримолеку-
лярной реакции увеличение энтропии может достигать
190 Дж-(град-моль)-1 [(45 кал-(град-моль)-1], или 55—
59 кДж-моль"1 (13—14 ккал-моль-') при 25°. Это увеличение
эквивалентно повышению эффективной концентрации соседней
группы. Подстановка величины 190 Дж-(град-моль)-1

[(45 кал-(град-моль)-1] в энтропийный член уравнения (2.7)
дает для максимальной эффективной концентрации соседней
группы значение 6- 10е М.

Уменьшение внутримолекулярного вращения весьма суще-
ственно снижает эффективную концентрацию. В случае сукци-
ната теряется три вращательные степени свободы. Согласно
оценкам Пейджа и Дженкса, потеря вращательных степеней
свободы метиленовой группы приводит к уменьшению энтропии
примерно на 13кДж- (град-моль)-1 [(Зккал-(град-моль)-1], а
потеря вращательных степеней свободы при ограничении вра-
щения вокруг связи между метиленовой и карбоксильной груп-
пами— на 25кДж-(град-моль)-1 [(6 ккал-(град-моль)-1]. Это
эквивалентно множителю 2-Ю3. Если же свободное вращение
групп в молекулах производных янтарной кислоты заморозить,
то эффективная концентрация карбоксильной группы будет рав-
на ~5-10 8М. Поправка на энергию экранирования атомов во-
дорода метиленовых групп при образовании пятичленного коль-
ца дает увеличение концентрации еще в 10 раз.
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Эти расчеты до конца справедливы только для газовой фазы.
Однако до работы Пейджа и Дженкса вообще не предполагали,
что реакции в растворе сопровождаются аналогичными измене-
ниями энтропии, считая, что эффективная концентрация сосед-
ней группы достигает 55 М, т. е. концентрации молекул воды в
воде. Это то значение, которое характерно для внутримолеку-
лярного общего основного катализа.

д. Зависимость эффективной концентрации от «жесткости»
переходного состояния

Более низкая эффективная концентрация, полученная для
внутримолекулярного основного катализа, связана с тем, что
переходное состояние для этих реакций менее «жестко». В нук-
леофильных реакциях нуклеофил и электрофил довольно точно
фиксированы, что и приводит к значительному уменьшению энт-
ропии. При общем основном или кислотном катализе атомы в
переходном состоянии обладают довольно большой свободой
перемещения. Положение катализатора фиксировано не столь
жестко, как в случае нуклеофильного катализа. Следовательно,
общий основный катализ сопровождается меньшим снижением
энтропии, т. е. внутримолекулярные реакции менее выгодны, чем
аналогичные им нуклеофильные.

При расчете эффективных концентраций Кошланд вначале
предполагал, что концентрация внутримолекулярных групп при-
мерно равна концентрации молекул воды в водном растворе,
поскольку в растворе молекула полностью окружена водой [20].
Это дает верхний предел эффективной концентрации, равный
55 М, что эквивалентно изменению энтропии на 34 Дж-(град-
•моль)-1 [(8 кал-(град-моль)-1]. Данная величина определяет
вероятность нахождения в растворе друг возле друга двух мо-
лекул. Однако, как только две молекулы жестко связываются
друг с другом, энтропия существенно уменьшается. «Разрых-
ленное» переходное состояние, вероятно, можно рассматривать
как систему из двух молекул, находящихся рядом друг с другом,
но сохранивших большую энтропийную свободу.

В заключение можно сказать, что энтропия является одним
из важнейших факторов ферментативного катализа. Реакции,
катализируемые в растворе, протекают медленно, поскольку
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сближение катализатора и субстрата приводит к значительному
уменьшению энтропии. Ферментативные реакции протекают в
пределах фермент-субстратного комплекса; каталитические
группы являются частью той же молекулы, что и субстрат, так
что в переходном состоянии уменьшения энтропии поступатель-
ного или вращательного движения не происходит. В результате
этого «эффективные концентрации» каталитических групп ста-
новятся очень высокими по сравнению с таковыми для бимоле-
кулярных реакций в растворе. Этот выигрыш в энтропии «опла-
чивается» энергией связывания субстрата ферментом. Умень-
шение энтропии поступательного и вращательного движения
субстрата происходит при образовании фермент-субстратного
комплекса, а не на химических стадиях реакции. (Уменьшение
энтропии при образовании фермент-субстратного комплекса
увеличивает константу диссоциации последнего.)

5. «Орбитальное управление» [21]

Были предприняты попытки объяснить увеличение скорости
реакции при внутримолекулярном катализе повышением эффек-
тивной концентрации каталитических групп до 55 М и необхо-
димостью очень точной ориентации электронных орбиталей реа-
гирующих атомов («орбитальное управление»). Несомненная
заслуга Шторма и Кошланда состоит в том, что они обратили
внимание на роль точной ориентации в фермент-субстратном
комплексе, однако эти авторы переоценили важность данного
фактора, поскольку, как теперь известно, при использовании
значения 55 М сильно недооценивается вклад в эффективную
концентрацию энтропии поступательного движения. В настоя-
щее время считается, что, хотя перекрывание орбиталей в пе-
реходном состоянии и должно быть, оно может иметь точность
~10° [22, 23]. Напряжение, обусловленное деформацией даже
полностью образовавшейся углерод-углеродной связи на 10°,
составляет всего 11 кДж-моль~' (2,7 ккал-моль-1). Для дефор-
мации на 5° необходимо только 2,8 кДж-моль-' (0,68 ккал-
•моль-1) [19],

6. Электростатический катализ

Химические исследования с использованием модельных со-
единений не выявили сколько-нибудь заметного ускорения реак-
ций за счет электростатических сил. В результате некоторые
химики пришли к отрицанию самой идеи такого механизма,
однако это было связано с недопониманием тех особенностей
электростатических взаимодействий, которые имеют место в бел*
ковых молекулах. Энергия электростатического взаимодействия
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двух точечных зарядов в\ и е2, находящихся друг от друга на
расстоянии г в среде с диэлектрической постоянной D, равна

E = e1e2/Dr. (2.24)

Для протона и электрона, находящихся в вакууме на расстоянии
3,3 А, энергия взаимодействия составляет —418 кДж-моль-1

(—100 ккал-моль-1). В воде, для которой диэлектрическая по-
стоянная равна 79, эта величина уменьшается до
—5,4 кДж-моль-' (—1,3 ккал-моль-1). Как мы видим, чтобы
энергия взаимодействия между двумя заряженными частицами
не уменьшалась, они не должны находиться в водной среде.
Рассмотрим протонирование двух оснований аминов в воде:

H 2 NNH 2

Энергия дестабилизации дикатиона с двумя расположенны-
ми рядом положительными зарядами, образующимися при
протонировании гидразина, составляет ~920 кДж-моль-1

(220 ккал-моль"1), что соответствует энергии взаимодействия
двух положительных зарядов, находящихся в вакууме на рас-
стоянии 1,5 А. Однако в действительности два значения р/Са
различаются только на 9 единиц, что соответствует разности
энергий 50,2 кДж-моль-1 (12 ккал-моль-1). Атомы азота в три-
этилендиамине разделены расстоянием 2,6 А [уравнение (2.26)].
Можно было бы ожидать, что в вакууме энергия взаимодействия
двух положительных зарядов в этом дикатионе составит
~546 кДж• моль-' (130 ккал-моль-1), однако второе значение
р/Са соответствует изменению энергии только на 33,4 кДж
(8 ккал). По-видимому, в обоих случаях эффективная диэлект-
рическая проницаемость среды между этими двумя атомами
азота равна примерно 17. Это обусловлено тем, что положи-
тельно заряженные ионы поляризуют растворитель и индуциру-
ют образование диполей. Электростатическое поле этих диполей
и любых противоионов частично нейтрализуют положительное
поле катионов, в связи с чем окружающие ионы, даже не нахо-
дясь между катионами, понижают энергию их взаимодействия.
То обстоятельство, что исследования модельных соединений
проводились в воде, привело к сильной недооценке роли элект-
ростатического катализа в случае белков.

В органических растворителях электростатическое взаимо-
действие гораздо сильнее, нежели в воде, из-за более низкой
диэлектрической проницаемости. Это обстоятельство было ис-
пользовано химиками-синтетиками для повышения скоростей
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реакций. Сказанное справедливо также и для ферментов. Здесь
уместно привести слова Перутца: «Для живой клетки неполяр-
ные внутренние области в молекулах ферментов играют ту же
роль, что и органический растворитель для химика-синтетика»
[24].

Проведенные недавно расчеты показали, что энергия стаби-
лизации карбоний-иона в реакции, катализируемой лизоцимом,
составляет 37,6 кДж (9 ккал); стабилизация осуществляется за
счет взаимодействия с карбоксилат-ионом Asp-52 (относительно
неионизированной карбоксильной группы) [25]. Это эквива*
лентно увеличению скорости в 4-Ю6 раз.

7. Катализ ионами металлов [26]

а. Электрофильный катализ

Одна из функций, которую выполняют металлы в металло-
ферментах, состоит в том, что они выступают в роли электро-
фильных катализаторов, стабилизирующих образующиеся отри-
цательные заряды. В карбоксипептидазе (гл. 12) карбонильный
кислород амидной группы субстрата связан координационной
связью с ионом цинка этого фермента, что приводит к поляри-
зации амида, подвергающегося нуклеофильной атаке, и эффек-
тивной стабилизации тетраэдрического промежуточного соеди-
нения.

Z n 2 + Z n 2 +

/> /°"
R-C; —> R-C( (2.27)

XNHR' R _ Q / X N H R '
RCT

Такой механизм действия ионов металлов был продемонстриро-
ван на модельных соединениях, которые дают увеличение ско-
рости реакций в 10* — 106 раз [27, 28]. Например, при образо-
вании координационной связи между (Этилендиамин)2Со3+ и
этиловым эфиром глицина скорость катализируемого основани-
ем гидролиза возрастает в 2-106 раз.

ч NH
> С о 3 +

СН -i (2.28)7 к/
OEt

H2NCH2CO2Et >. (2.29)
Н О " v '
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б. Источник гидроксил-ионов при нейтральном значении рН

Другой очень важный результат, полученный недавно при
кинетических исследованиях в области неорганической химии,
состоит в том, что связанные с металлом гидроксильные ионы
являются мощными нуклеофилами [29—31]. Связанная с ко-
бальтом молекула воды [см. уравнение (2.30) ] имеет р/Са = 6,6;
это на 9 единиц ниже р/(а свободной воды

(NH3)6Co3+OH2 ^=fc (NH3)6CO2+OH + H+. (2.30)

Однако связанная с кобальтом гидроксильная группа только в
40 раз менее эффективна, чем свободный гидроксил-ион, в отно-
шении ускорения гидратации двуокиси углерода [29]. Подобное
отсутствие связи между высокой реакционной способностью и
р/Са является довольно общей закономерностью, проявляющейся
независимо от того, ион какого именно металла связан [31].
Таким образом, источником нуклеофильных гидроксильных
групп при нейтральном значении рН служат связанные с метал-
лом молекулы воды. Подобно тому как основание с р/Са = 7
является наиболее эффективным общим основным катали-
затором (разд. Б, 2,6), связанная с металлом молекула воды с
рК& = 7 является наиболее эффективным соединением при нук-
леофильной атаке, поскольку обладает высокой реакционной
способностью и с большой вероятностью находится в ионизиро-
ванном состоянии.

Изложенные соображения применимы и к механизму дей-
ствия карбоангидразы. Этот фермент, катализирующий гидра-
тацию СО2, содержит в активном центре ион цинка, связанный
координационной связью с имидазольными кольцами трех ги-
стидиновых остатков. Согласно классическим представлениям о
механизме этой реакции, четвертый лиганд — это молекула во-
ды с р/Са = 7 [32]. Полагают, что реакционноспособной едини-
цей является связанный с цинком гидроксил; это согласуется с
результатами химических исследований, согласно которым свя-
занные с цинком гидроксильные группы обладают высокой ре-
акционной способностью. Молекула воды в составе комплекса,
представленного на схеме (2.31), имеет р/Са = 8,7 и катализи-
рует гидратацию двуокиси углерода и ацетальдегида [33].

N N
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Возможно, механизм действия карбоангидразы включает
следующую реакцию:

Е — Z n 2 + — O ^ C * = s E—Zn2+ + HCOj. (2.32)

О

Наличие связанной с металлом гидроксильной группы в со-
четании с внутримолекулярной реакцией привело к одному из
самых больших увеличений скорости реакции, характерному для
ненапряженных систем. Комплекс глицилглицина с (Этилендиа-
мин)2Со3+и чыс"гидроксилом [уравнение (2.33)] гидролизуется
при рН = 7 почтив 1010 раз быстрее, чем свободный глицилгли-
цин [34].

NH2CH2CONHCH2CO2-

Ш pH7.25°C '

Известны более сложные примеры катализа ионами метал-
лов. Кобальт в реакциях с участием витамина Bi2 образует
ковалентные связи с углеродными атомами субстратов [35, 36].
Металлы могут также выступать в качестве проводников элект-
ронов в окислительно-восстановительных реакциях. Например, в
цитохроме с геминовое железо обратимо окисляется и восста-
навливается.

В. Ковалентный катализ

1. Электрофильный катализ с образованием
шиффова основания [37]

Примером того, как кратковременная химическая модифика-
ция может активировать субстрат, является образование шиф-
фова основания при конденсации амина с карбонильным соеди-
нением.

R' R'

^ О Н2Ш * = * 4 < ^ N R A 4 O = N R (2-34>

R" R"

Н2О
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При нейтральных рН шиффово основание может протониро-
ваться. Оно действует как электронный сток, стабилизируя об-
разование отрицательного заряда на одном из сс-углеродных
атомов:

СНз ~СН21 СН 2

C = N R • у C=NR *—* ^"^C-Q^R (2.35)
/ Н / Н / Н

(енамж)

После таутомеризации, в результате которой образуется
енамин, атом углерода метиленовой группы активируется как
нуклеофил. Еще одним следствием образования шиффова осно-
вания является облегчение атаки нуклеофилом карбонильного
углерода вследствие сильного оттягивания электронов протони-
рованным атомом азота.

а. Ацетоацетатдекарбоксилаза [38, 39]

Этот фермент катализирует декарбоксилирование ацетоаце-
тата до ацетона и двуокиси углерода. В ходе неферментативной
реакции происходит отщепление сильно основного енолят-иона
при нейтральном рН [уравнение (2.36)],

9°
с•/ ч

о

О"

• С Н 3 Сч
сн2

СН3С С'. > СН3С (2.36)

СН2

а в ферментативной реакции эта стадия отсутствует, но зато
образуется шиффово основание с остатком лизина. Затем про-
тонированный имин легко отщепляется. Этот процесс можно
промоделировать в растворе, используя в качестве катализато-
ра анилин.
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(2.37)

Н++Е—NH2 + CH3COCH3 ^ - Е—N=C

В пользу образования такого промежуточного соединения
свидетельствует тот факт, что при добавлении к комплексу с
субстратом боргидрида натрия происходит необратимое ингиби-
рование фермента. Известно, что боргидрид восстанавливает
шиффовы основания, а в гидролизате ингибированного белка
обнаружен изопропиллизин.

/ C H J СН,

Е — Ш 2 + С Н З С О С Н 2 С О Г • Е—NH==C -И£» Е—NH2C—CH,
Чсн, Х н

/ (2.38)

СНз COJ

СНз—С—NH2(CH2)4CH

Н NH3

Активация углеродного атома шиффова основания происхо-
дит в результате переноса гидрид-иона от боргидрида.

(2.39)

б. Альдолаза [40, 41]

Альдольная конденсация и обратная реакция расщепления,
катализируемые альдолазой, протекают с образованием шиф-
фова основания. Механизм реакции расщепления аналогичен ме-
ханизму действия ацетоацетатдекарбоксилазы — в обоих случаях
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отщепляется протонированный имин. В ходе реакции конденса-
ции выявляется другая функция шиффова основания — актива-
ция углеродного атома через образование енамина.

сн3-он н-йн-он
\

СН2-О-/?)
СН2-О-@ ^

"C^NH- E Л\

^~ но^/н (2'40)

н-с-он

0*0
I

но—с—н
I + H 2 N — E

н—с—он
R'

Промежуточное соединение можно обнаружить так, как ука-
зано выше.

2. Пиридоксальфосфат;
электрофильный катализ [37, 42]

Рассмотренные выше реакции лежат в основе ряда важных
метаболических превращений, протекающих с участием кофер-
мента пиридоксальфосфата [схема (2.41)].

-О-Р_0-СН2_ 1 о (2.40

О

н
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Пиридоксальфосфат конденсируется с аминокислотами, обра-
зуя шиффово основание [схема (2.42)],

(2.42)

В шиффовом основании пиридиновое кольцо оттягивает на себя
электроны, эффективно стабилизируя отрицательный заряд.

Любая из групп, окружающих хиральный атом углерода
аминокислоты, может отщепиться, образуя анион, стабилизиру-
емый шиффовым основанием и пиридиновым кольцом.

а. Отщепление а-водородного атома

Отщепление а-водородного атома приводит к образованию
ключевого промежуточного соединения, которое в дальнейшем
может претерпевать различные превращения.

(2.43)

1. Рацемизация. Последующее присоединение к аминокис-
лоте протона может привести к рацемизации, если это присое-
динение происходит нестереоспецифично.

2. Трансаминирование. Присоединение протона к карбо-
нильному атому углерода пиридоксаля приводит к образованию
соединения, представляющего собой шиффово основание сс-кето-
кислоты и пиридоксамина. Гидролиз шиффова основания дает
сс-кетокислоту и пиридоксамин, который может реагировать с
другой а-кетокислотой в обратной последовательности.
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(2.44)

Суммарная реакция имеет вид

R'CH(NH*)CO2" + R"COCO2- ^=± R'COCOJ "CH(NH£)CC>2. (2.45)

3. $-Декарбоксилирование. Если аминокислота — это ас-

N

н
н

I
(2.46)

со?
Пиридоксаль+СН3—СН
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партат, то второе соединение на схеме (2.44) представляет собой
аналог шиффова основания в реакции, катализируемой ацето-
ацетатдекарбоксилазой, и может легко декарбоксилироваться.
(См. уравнение (2.46)).

4. Взаимопревращения боковых цепей. Если RX — легко
уходящая группа (тиоловая, гидроксильная или индольная), ее
отщепление может происходить по следующей схеме:

RX-pCH, СО2 RX +Н 2С СОг
<J ~\ / •

(2.47)

Таким образом протекают взаимопревращения или расщепле-
ние серина, треонина, цистеина, триптофана, цистатионина, а
также серинфосфата и треонинфосфата.

б. а-Декарбоксилирование

Декарбоксилирование облегчается при наличии оттягиваю-
щей электроны группы:

н

(2.48)

Декарбоксилированный продукт присоединяет протон либо к
углеродному атому карбонильной группы аминокислоты с по-
следующим гидролизом и образованием амина и пиридоксаля,
либо к углеродному атому карбонильной группы пиридоксаля
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с последующим гидролизом и образованием альдегида и пирид*
оксамина:

RCH,Т

но

- ^ R C H 3 N H 2 + ПирндоКССЦЬ (2.49)
N 4
H
R H

Y
H 2 cr N

X о й

I II - ^ ЪСЯО + Пирфшлшн (2.50)

н

3. Тиаминпирофосфат: электрофильный катализ

Тиаминпирофосфат [схема (2.51)]—еще один кофермент,
который образует с субстратом ковалентную связь и стабилизи-
рует отрицательный заряд.

с—s

1
i и С=С—СН г СН 2 -О—Р— О—Р—О" (2.51)

Положительный заряд на атоме азота облегчает ионизацию
атома С-2 с помощью электростатической стабилизации. Этот
ионизированный атом углерода является мощным нуклеофилом.

Н ~ С \ // ^ = ^ Я // + Н + (2.52)
s * s у
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Атом азота может быть стабилизирован и делокализацией
отрицательного заряда на продукте взаимодействия тиамина с
многими соединениями, например в оксиэтилтиаминфосфате
[уравнение (2.53)]—форме кофермента, довольно распро-
страненной in vivo.

(2.53)
СНз ~ " ' " "

Сочетание этих реакций приводит к декарбоксилированию
пирувата по следующей схеме:

V

со2

(2-54)

СНзСНО

Аналогичным образом расщепляются и другие углерод-угле-
родные связи, образуемые карбонильной группой.

Оксиэтилтиаминпирофосфаты — мощные нуклеофилы и мо-
гут присоединяться к карбонильным соединениям с образовани-
ем углерод-углеродных связей. Характерным примером реакций,
в ходе которых образуются и разрываются углерод-углеродные
связи, являются реакции, катализируемые транскетолазой. Этот
фермент содержит прочно связанный тиаминпирофосфат
и обратимо переносит диоксиэтильную группу от
D-ксилулозо-б-фосфата на D-рибозо-б-фосфат с образованием
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О-седогептулозо-7-фосфата и D-глицеральдегид-З-фосфата
[уравнения (2.55) и (2.56)]:

НОСНа О +1 НОСН 2 +| RCHO

V <—cf V — но-Lcf у — носн, +|
но-с-н ь но-Ьсн "9~Я и

\ I S—У
R R ОН

ОН (2-55)

Н ГО НОСНа +, НО СН2 + |

он

| (2.56)

CH2OH

0 = 0 - ^ N N

HO—G-H SJ

Оксиэтилтиаминпирофосфат является нуклеофилом и по от-
ношению к тиольной группе восстановленной липоевой кислоты.
Образующийся полутиоацеталь разлагается с образованием
тиоэфира.

Н

(2.57)
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4. Нуклеофильный катализ

К нуклеофильным группам ферментов, которые чаще всего
участвуют в катализе, относятся гидроксильная группа серина
(сериновые протеазы, холинэстеразы, эстеразы, липазы, кислая
и щелочная фосфатазы) и тиоловая группа цистеина (глицер-
альдегид-3-фосфат—дегидрогеназа, тиоловые протеазы: папаин,
фицин и бромелаин и т. д.). Имидазол гистидина обычно явля-
ется кислотно-основным катализатором, который увеличивает
нуклеофильность гидроксильных и тиоловых групп, но при пере-
носе фосфата в реакциях фосфорилирования он иногда высту-
пает в роли нуклеофила.

Таблица 2.4
Нуклеофильные группы ферментов

Нуклеофил

—ОН (серии)

ОН" (связанная с ато-
мом цинка)

—SH (цистеин)

—COJ (аспартат)

—NH2 (ЛИЗИН)

Имидазол (гисти-
дин)

—ОН (тирозин)

Фермент

Сериновые протеазы
Кислотные и щелочные фос-

фатазы, фосфоглюкомутаза
Карбоангидраза

Тиоловые протеазы, глицер-
альдегид-3-фосфат—дегидро-
геназа

Пепсин
АТРаза (K+/Na+, Ca2+)
Ацетоацетатдекарбоксилаза,

альдолаза, пиридоксалиевые
ферменты

Фосфоглицеромутаза, сукци-
нил-СоА—синтетаза, нуклео-
зиддифосфокиназа, гистон-
фосфокиназа

Глутаматсинтетаза

Промежуточное
соединение

Ацилфермент
Фосфорилфермент

—

Ацилфермент

Ацилфермент
Фосфорилфермент
Шиффово основание

Фосфорилфермент

Аденилфермент

Гидролиз пептидов этими протеазами — пример классиче-
ского нуклеофильного катализа. Относительно инертный пептид
превращается в значительно более реакционноспособный эфир
или тиоэфир (ацилфермент), который затем быстро гидролизу-
ется. Использование гидроксила серина вместо осуществления
прямой атаки субстрата молекулой воды дает ряд преимуществ.
Спирты часто являются лучшими нуклеофилами, чем вода, как в
случае общего основного катализа, так и при прямой нуклео-
фильной атаке; реакция с остатком серина является внутримо-
лекулярной и, следовательно, энтропийно более выгодной; реа-
гирующие гидроксильные группы серина фиксированы более
жестко, чем в случае связанной молекулы воды.
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Г. Зависимость реакционной способности реагентов
от их структуры

Один из наиболее плодотворных подходов при исследовании
механизмов органических реакций состоит в сопоставлении из-
менения реакционной способности реагентов с изменением их
структуры. Эти исследования дали ценную информацию об
электронной структуре переходных состояний и факторах, опре-
деляющих реакционную способность, и позволили установить,
чем является конкретная группа — хорошим нуклеофилом или
хорошей уходящей группой. При исследовании зависимости ре-
акционной способности от структуры выявляют влияние измене-
ний в структуре субстрата на его взаимодействие с ферментом, а
не на изменения электронной структуры переходного состояния.
Из подобных исследований обычно трудно получить информа-
цию о требованиях, предъявляемых в ферментативной реакции к
электронной структуре субстрата, поскольку в субстрат могут
быть внесены лишь минимальные изменения, а индуктивные эф-
фекты, обусловленные введением заместителей, часто замаски-
рованы эффектами, обусловленными связыванием. Однако по-
лученные данные оказались неоценимыми для выяснения меха-
низмов ферментативных реакций.

1. Нуклеофильная атака карбонильной группы

Исследования зависимости реакционной способности от
структуры позволили получить представление о распределении
заряда в переходном состоянии с помощью анализа влияния
оттягивающих и отдающих электроны заместителей на скорость
реакции. Например, было установлено, что скорость нуклео
фильной атаки эфиров возрастает а) при оттягивании электро-
нов ацильным фрагментом эфира (CHCl2CO2Et значительно бо-
лее реакционноспособен, чем CH3CO2Et); б) при оттягивании
электронов уходящей группой (n-нитрофенилацетат более реак-
ционноспособен, чем фенилацетат); в) при увеличении основно-
сти нуклеофила, т. е. при передаче электронов на нуклеофил
(гидроксил-ион более реакционноспособен, чем ацетат-ион). Ис-
пользуя положение теории переходного состояния, заключаю-
щееся в том, что скорость реакции зависит от разности энергий
переходного и основного состояний, мы можем сделать вывод,
что в данной реакции отрицательный заряд субстрата увеличи-
вается, поскольку скорость реакции возрастает при оттягивании
электронов, а заряд нуклеофила уменьшается, поскольку ско-
рость реакции увеличивается при отдаче электронов (т. е. при
отталкивании электрона). При этом реакция может протекать
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в соответствии либо со схемой (2.58), где лимитирующей ста-
дией является образование тетраэдрического промежуточного
соединения, либо со схемой (2.59), где лимитирующей стадией
является разрыв связи.

R—С

О

OR'

R—С

s-
О

•7

\
OR'

ПС

(2.58)

R—С
\

О

OR'

R-/ R—С

s-
О

в-
OR'

(2.59)

ПС

а. Линейные зависимости свободной энергии, уравнения
Брёнстеда и Гам мета

Количественно оценить чувствительность реакции к измене-
нию электронной плотности атакующего нуклеофила можно пу-
тем измерения констант скорости второго порядка для реакций,
где определенный эфир атакуется рядом нуклеофилов. Анало-
гично тому, как это делалось для общего основного катализа,
строят график зависимости логарифма константы скорости от
рКа нуклеофила. Обычно в тех случаях, когда используются
лишь нуклеофилы сходной химической природы и когда диапа-
зон значений р/(а невелик, получается линейная зависимость.
Наклон прямой обозначается буквой р, как и в случае общего
основного катализа.

Эти линейные зависимости между логарифмом константы
скорости и рКа известны под названием линейных зависимостей
свободной энергии, поскольку логарифм константы скорости
пропорционален энергии активации Гиббса для данной реакции,
а логарифм константы равновесия — изменению энергии Гиббса
реакции (раньше энергия Гиббса называлась свободной энер-
гией). Наличие корреляции между нуклеофильностью нуклео-
фила и его основностью указывает на то, что энергия активации
Гиббса для образования связи с углеродом карбонильной груп-
пы пропорциональна энергии Гиббса для переноса протона к
нуклеофилу.

Аналогичная корреляция (соотношение Брёнстеда) суще-
ствует между константой скорости и р/Са уходящей группы в том
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случае, когда определенный нуклеофил взаимодействует с ря-
дом эфиров, имеющих разные уходящие группы. Другой способ
графического представления данных, который используется для
ароматических соединений, основан на применении уравнения
Гаммета и констант Гаммета для заместителей. Эти константы,
характеризующие способность заместителей в бензольном коль-
це отдавать или принимать электроны, связаны с рКа замещен-
ных бензойных кислот следующей эмпирической зависимостью:

(Р^аК = (р/Са)0 ~
 аХ> (2.60)

где X — заместитель в бензойной кислоте в мета- или пара-
положении, (рКа)х — это р/Ca замещенной кислоты,

Таблица 2.5

Константы, характеризующие различные заместители а )

Заместитель

— N H 2

—NHj

—NHAc

—ОН
—ОАс

—N(Me) 3

+

-со;
—СО 2Н
—СОСНз

р
—С1
—Вг
— I
—NO 2

—CN
—СНз
—ОСНз

Алифатическое

соединение ")

°1

0,10
0,60
0,28
0,25
0,39
0,73

—0,17
0,34
0,29
0,52
0,47
0,45
0,39
0,63
0,58

—0,05
0,25

°т

—0,16
0,63
0,21
0,121
0,39
0,88

-0,10
0,37
0,38
0,337
0,373
0,391
0,352
0,710
0,56

—0,069
0,115

Ароматическое
соединение в '

°Р

—0,66 (-0.17) г )

0,00
-0,37 (—0,11) г )

0,31
0,82

0,00
0,45
0,50 (0,87) д )

0,062
0,227
0,232
0,18
0,778 (1,24) А )

0,66 (0,90)д)

-0,17
-0,268 (-0,11) г )

а> Из Charton M., J. org. Chem., 29, 1222 (1964); Ritchie С. О., Sager W. F., Progress
in Physical Organic Chemistry, 2, 323 (1964).

б> Рассчитано из уравнения (о,) х=[(РКа)СНзСО 2Н-(РКа)Х-СН 2СО 2н]/з,95.
в> Рассчитано из уравнения o=(pK a )phCO 2 H-(P^a)x-PhCO 2 H.
г) Для соединений, отличных от бензойной кислоты и карбонильных соединений.
д ) Для фенолов, анилинов и тиофеиолов.
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(рКа)о — рКа незамещенной кислоты, ох — константа, характе-
ризующая заместитель X (разная для заместителей в пара- и
жега-положениях). Обнаружено, что уравнение Гаммета выпол-
няется и для реакций с участием производных бензойной кисло-
ты (при определении скорости гидролиза эфиров бензойной
кислоты, а также при изучении равновесий других реакций, в
которых участвует соединение с бензольным кольцом, например
при ионизации фенолов), но, оценивая чувствительность реакции
к изменению а, используют коэффициент пропорциональности р,
постоянный для данной реакции. Например, при ионизации фе-
нолов

= (Р*а)0-РСТХ. (2.61)

где р = 2,1. Для щелочного гидролиза фенилацетатов

Tx- (2.62)

где р = 0,8.
Соотношения Брёнстеда и Гаммета эквивалентны. Например,

согласно уравнению Гаммета, для щелочного гидролиза фенил-
ацетатов логарифм константы скорости, как и р/Са исходных
фенолов, пропорционален а. Следовательно, логарифмы кон-
стант скорости гидролиза пропорциональны р/Са, что непосред-
ственно следует из графика Брёнстеда для зависимости лога-
рифма константы скорости от р/Са.

Соотношения Брёнстеда и Гаммета выполняются также в
случае атаки определенным нуклеофилом эфира с конкретной
уходящей группой, в которой варьируется ацильный фрагмент.

б. Смысл коэффициента р в уравнении Брёнстеда

Важным параметром, который можно определить из графи-
ков Брёнстеда, является коэффициент р. Знак и величина этого
коэффициента указывает на знак и величину заряда переходно-
го состояния. Рассмотрим, например, атаку эфиров нуклеофила-
ми. Для констант равновесия при переносе ацильных групп
между оксианионами, а также третичными аминами р равно
1,6—1,7. Эта величина больше 1,0, поскольку ацетильная группа
сильнее оттягивает электроны, чем протон (для которого р =
= 1,0 по определению), и более чувствительна к изменению р/Са

спирта или амина. Установлено, что для атаки третичными ами-
нами эфиров, образованных сильно основными спиртами, значе-
ние р при замене нуклеофила составляет i+l,5, а при замене
спирта —1,5 [43]. Это показывает, что переходное состояние
реакции по своей структуре очень близко к продуктам, т. е.
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характеризуется тем, что ацил почти полностью перенесен от
спирта на амин [схема (2.63)],

у
О

OEt

О

сн.,—cf
'OEt

(2.63)

ПС

В другом крайнем случае, для реакции основных нуклеофи-
лов с эфирами, содержащими активированные уходящие груп-
пы, коэффициент р равен +(0,1—0,2) при замене нуклеофила и
— (0,1 —0,2) при изменении р/Са уходящей группы. Это означа-
ет, что в переходном состоянии почти не происходит образования
новых и разрыва старых связей и что оно близко по своей
структуре к исходным соединениям:

, 0

RCT + СНзС
\

ОАг

.О

СНэ.С

RCT ' ОАг

(2.64)

ПС

Коэффициент р является мерой величины заряда, образую-
щегося в переходном состоянии, а не мерой степени образования
связи. Однако в реакциях (2.63) и (2.64), а также в других
ситуациях, характеризующихся отсутствием кислотно-основного
катализа, образование связи и заряда взаимосвязано, поэтому р
служит также мерой степени образования связи. При наличии
же кислотно-основного катализа, когда происходит частичная
нейтрализация зарядов, образующихся в переходном состоянии,
между р и степенью образования связи никакой зависимости нет
[44].

2. Факторы, определяющие нуклеофильность
и легкость отщепления уходящей группы

Эффективность общего кислотно-основного катализа кисло-
род-и азот-содержащими основаниями зависит ТОЛЬКО ОТ ИХ р/Са
и не зависит от химической природы этих соединений (за ис-
ключением случая повышенной активности оксимов при общем
кислотном катализе), а на нуклеофильную реакционную способ-
ность заметно влияет природа реагентов. Эти реакции можно
разделить на два больших класса в зависимости от того, слабые
или сильные электрофильные центры при этом атакуются [45].
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а. Реакции нуклеофилов с карбонильной, фосфорильной,
сульфгидрильной и другими сильными электрофильными
группами

Атака нуклеофилом амидного, эфирного или карбонильного
углерода сопровождается образованием «реально существую-
щего» промежуточного соединения, и валентность углеродного
атома не превышает при этом обычного значения, т. е. 4. Ана-
логичным образом атакуется эфир фосфорной кислоты, при этом
образуется промежуточное соединение с пятивалентным атомом
фосфора. Переходное состояние для этой реакции включает об-
разование обычной ковалентной связи. Такая ситуация харак-
терна для сильных электрофильных центров. Основным факто-
ром, определяющим нуклеофильность в этих реакциях, является
основность нуклеофила — чем она выше, тем сильнее нуклео-
фильность. Однако реакционные способности разных классов
нуклеофилов различаются: амины и тиолят-анионы, как прави-
ло, более сильные нуклеофилы, чем окси-анионы [46,47]. Кроме
того, ряд нуклеофилов, у которых два электроотрицательных
атома расположены рядом (например, NH2OH, NH2NH2,
NH2CONHNH2, НОО- и МеОО~), обладают большей реакцион*
ной способностью, чем можно было бы ожидать, исходя из значе-
ний их р/Са. Это явление известно под названием а-эффекта.
Относительные реакционные способности разных классов нук-
леофилов часто коррелируют с константами равновесия реак-
ций присоединения этих веществ к альдегидам и кетонам [48].

Легкость отщепления группы зависит как от ее р/Са, так и от
состояния протонирования. По существу «хорошая уходящая
группа»— это группа, устойчивая в растворе. Например, м-нит-
рофенолят-ион является хорошей уходящей группой, поскольку
представляет собой слабое основание (р/Са л-нитрофенола равен
7,0). В основе его стабильности лежит делокализация отрица-
тельного заряда на ароматическом кольце и нитрогруппе [схема

(2.65)

NO 2 (2.66)
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Рис. 2.6. График зависимости Брёнстеда для нуклеофильнои атаки л-нитрофе-
нилацетата первичными и вторичными аминами. [Jencks W. P., Gilchrist М.,
J. Amer. chem. Soc, 90, 2622, 1968).] Обратите внимание, что такие нуклеофи-
лы, как семикарбазид (SC), гидроксиламин и гидразин более реакционноспо-
собны («а-эффект»), чем можно было бы ожидать, исходя из значений их рК>-
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Рис. 2.7. График зависимости Брёнстеда для атаки л-нитрофенилацетата окси-
анионами-нуклеофилами. Как и в предыдущем случае (рис. 2.6), нуклео-
филы (••) также обладают необычно высокой реакционной способностью
(«а-эффект»). Обратите внимание на нарушение линейности на графике
с увеличением р/(а для нуклеофилов с более высокой реакционной способно-
стью. Вообще говоря, для этих реакций соотношения Брёнстеда выполняются
только в узком диапазоне р/Са- Часто отклонение от линейности незаметно, по-

скольку число используемых оснований весьма невелико.
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(2.65)]. Этот ион легко высвобождается непосредственно из
тетраэдрического промежуточного соединения [схема (2.66)].

Для данного класса уходящих групп уменьшение основности
приводит к облегчению отщепления уходящей группы. Ацетат
(р/Са уксусной кислоты равен 4,76) — более хорошая уходящая
группа, чем n-нитрофенол и фосфат (р/Са около 7), которые в
свою очередь являются более хорошими уходящими группами,
чем ОН- (р/Са= 15,8).

Отщепление алкоголят-ионов затруднено, поскольку это
сильные основания (р/Са низших спиртов равен примерно 16).
Отщепление спиртов ускоряется при общем кислотном катализе
[схема (2.67)].

СН^ ^ СНз~/х ~* СНК +HOEt ( 2 6 7>
по C O E t о н

H ВН + В.

Нитрофениловые эфиры часто используются в качестве ухо-
дящих групп в синтетических субстратах по двум причинам:
а) нитрофенолят-ион имеет характерный максимум поглощения
при 400 нм и, следовательно, легко идентифицируется спектро-
фотометрически; б) этот ион является очень хорошей уходящей
группой, в результате чего образуется реакционноспособный
субстрат. Оба эти фактора обусловлены делокализацией заря-
дов [схема (2.65)].

Чтобы амин отщепился от молекулы, он должен присоеди-
нить протон, поскольку амид-ионы (RNH-) слишком нестабиль-
ны, чтобы непосредственно высвобождаться в раствор. (Исклю-
чение составляют сильно активированные производные, напри-
мер, 2,4-динитроанилин.)

б. Атака нуклеофилом у насыщенного атома углерода

Атака нуклеофилом у насыщенного атома углерода (напри-
мер, бимолекулярная реакция, в ходе которой тиол атакует
углерод метильной группы в S-аденозилметионине) сопровож-
дается образованием переходного состояния, в котором к обычно
четырехвалентному углероду присоединено пять групп (2.68).

<T%.s*
L

> ЛЯ/\ c (2.68)

ДО
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Такое число связей не является нормальным для углерода и
свойственно лишь переходному состоянию. Это типичный пример
«слабого» центра. Тяжелые, способные поляризоваться атомы,
например атомы серы и иода (т. е. «слабые» лиганды), более
реакционноспособны, чем слабо поляризующиеся атомы — кис-
лород или азот (т. е. «сильные» лиганды). Способность к поля-
ризации является главным фактором, определяющим нуклео-
фильность по отношению к алкильным группам и другим сла-
бым центрам. В пределах любого данного класса соединений
увеличение основности увеличивает нуклеофильность, однако
при переходе от класса к классу более важным фактором ста-
новится способность к поляризации (табл. 2.6).

Таблица 2.6

Относительная реакционная способность
различных нуклеофилов

а
*

Нуклеофил

Н2О

N0"
F-

СН3СО2"

С1"
C 6 H 6 N

НРО*-

Вг-
ОН"
C 6 H 5 NH 2

Г
CN"
SH"

— 1,74

- 1 , 3

3,17

4,76

-7,0
5,17
7,21

-9,0
15,74
4,62

— 10,0
9,40
7,00

Реакционная способность
по отношению к реак-
ционной способности

СНзВг

1,00

11

100

525

1,1 • 103

4,0 • 103

6,3-103

7,8 • 103

1,6-10*
3,1 • 104

1,1-105

1,3- 10s

1,3-105

а ' Swain С. О., Scott С. В., J. Am. chem. Soc. 75,
141 (1953).

Как и в случае реакций с карбонильной группой, слабоос-
новные уходящие группы замещаются легче, чем группы с высо-
кой основностью.

в. Активация уходящей группы

Как ясно из предыдущего раздела, замещение сильнооснов-
ных групп в карбонильных соединениях и групп, связанных с
насыщенным атомом углерода, затруднено. Крайним примером
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такого рода является этерификация спирта карбоксилат-ионом.
Для ее осуществления потребовалось бы образование тетраэд-
рического промежуточного соединения с двумя отрицательно
заряженными атомами кислорода и последующим высвобожде-
нием О2-.

R—С—СГ

OR'

RCO2R' 2 - (2.69)

При катализируемой аминоацил-тРНК-синтетазой этерифика-
ции тРНК аминокислотами аминокислота активируется путем
образования связанного с ферментом смешанного ангидрида с
AMP [схема (2.70)] точно таким же образом, как это делает
химик-органик, когда он активирует карбоновую кислоту с по-
мощью образования ацилхлорида или смешанного ангидрида.

.• W

г г- г
Р—О—Р—О—СН2

i d •
ОН ОН

RHC 7
NH3

О о~

M g 2 + p 2 o r + R H C — с — о — Р — о с н

(2.70)

ОН ОН

[Заметьте, что в схеме (2.70) субстратом является комплекс АТР
с магнием, причем ион Mg 2 + является электрофильным катали-
затором]. Карбонильная группа аминокислоты активируется со-
гласно схеме (2.70), связываясь с хорошей уходящей группой —
фосфатным остатком AMP, имеющим р/Са около 6 или 7. Он
легко атакуется одной из гидроксильных групп рибозного коль-
ца концевого аденозина тРНК.
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Еще одним примером активации уходящей группы является
использование S-аденозилметионина, а не метионина в реакциях
метилирования. От метионина должен отщепляться относитель-
но основный тиолят-анион, а из активированного производно-
го — вытесниться неосновная нейтральная сера.

"О2С

C H C H 2 - C H a ~ S r C H 2 (2.71)

он он

3. Применение линейных зависимостей
свободной энергии к ферментативным реакциям

Хотя коэффициенты р получены уже для многих фермента-
тивных реакций, остается ряд нерешенных вопросов принципи-
ального характера. Прежде всего неясно, какой параметр —
fecat или fecat/^См — лучше определять при исследовании влия-
ния заместителей на реакционную способность. Параметр
kcat/Кгл неудобен тем, что в него прямо входит энергия связы-
вания, поэтому влияние заместителя на электронную конфигу-
рацию может маскироваться влиянием его на связывание. Па-
раметр же fecat зависит от таких факторов, как накопление
промежуточных соединений, непродуктивное связывание, на-
пряжение и индуцированное соответствие (см. гл. 3 и 10).
Известен по крайней мере один случай, когда влияние замести-
телей на непродуктивное связывание было ошибочно приписано
индуктивному влиянию на скорость реакции [49]. Во многих
отношениях kcat/K/л ^- более надежный параметр, поскольку
все перечисленные выше нежелательные факторы, которые вли-
яют на &cat, в этом случае отсутствуют (гл. 10). Тем не менее
для ряда ферментов была успешно исследована зависимость
реакционной способности от структуры. Проведенные ранее
опыты по ацилированию химотрипсина неспецифическими суб-
стратами [50] и деацилированию неспецифических ацилфермен-
тов [51] показали, что данные реакции очень чувствительны к
оттягиванию электронов; это означает, что субстрат атакуется
основной группой. Исследования гидролиза замещенных анили-
нов папаином (гл. 12, разд. Б.2) выявили, что р — большая
отрицательная величина, т. е. значения feCat и kcat/Км возра-
стают при увеличении способности заместителя в анилиновом
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кольце отдавать электроны [52]. Наличие подобной корреляции
указывает на то, что лимитирующей стадией является распад
тетраэдрического промежуточного соединения, в котором прото-
нируется анилиновое кольцо [схема (2.72)]. Эти случаи нетруд-
но интерпретировать, поскольку р достаточно велико. Дать объ-
яснение в случае, когда р мало, труднее, так как это может быть
обусловлено целым рядом факторов. Например, переходное со-
стояние, характеризующееся незначительной перестройкой си-
стемы связей, будет практически нечувствительно к оттягиванию
электронов, как и переходное состояние, в котором существенная
перестройка системы связей компенсируется сильным смещени-
ем протона, принимающего участие в кислотно-основном ката-
лизе [44].

rS—С

(NH
L BH +

Медленно (2.72)

Реакции, в которых участвует дрожжевая алькогольдегидро-
геназа, анализировались с помощью более совершенных методов
[53]. Чтобы оценить по отдельности влияние заместителей на
электронную структуру и вклад, вносимый энергией гидрофоб-
ного взаимодействия (гл. 9, разд. А), использовали метод мно-
жественной линейной регрессии. Аналогичный анализ был про-
веден и в случае реакций, катализируемых ацетилхолинэстера-
зой [54]. Упоминавшаяся в обоих примерах энергия связывания,
за счет которой увеличивается kcat, будет подробно рассмотре-
на в гл. 10.

Иногда считают, что данные о зависимости реакционной
способности от структуры более полезны при выяснении прин-
ципов катализа на простых модельных системах, чем при изуче-
нии самих ферментов. Однако совершенно очевидно, что иссле-
дования в области энзимологии также дали весьма ценную
информацию и позволили сформулировать ряд интересных по-
ложений.
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Д. Принцип детального равновесия

Принцип детального равновесия используется в термодина-
мике для того, чтобы установить ограничения, налагаемые на
вероятность переходов между различными квантовыми или
другими состояниями. Этот принцип применим также и к хими-
ческим ферментативным реакциям, если рассматривать каждое
промежуточное соединение или конформацию как «состояние».
Принцип детального равновесия требует, чтобы переходы между
двумя любыми состояниями в равновесии происходили с равной
частотой в прямом и обратном направлениях [55]. Это означает,
что процесс А-»-В точно уравновешен процессом В-»-А и, таким
образом, равновесие не может поддерживаться за счет цикли-
ческого процесса, при котором в одном направлении идет реак-
ция А -*- В, а в противоположном В ->• С -> А. В другой форму-
лировке, более удобной для кинетических исследований, этот
принцип гласит, что в равновесии прямая реакция протекает по
пути, в точности противоположному пути протекания обратной
реакции. Другими словами, переходные состояния для прямой и
обратной реакций идентичны. Это справедливо также для
(нецепных) реакций в стационарном состоянии [56].

Принцип детального равновесия особенно полезен при выяс-
нении природы переходного состояния прямой реакции исходя
из данных о переходном состоянии для обратной реакции. На-
пример, поскольку атака уксусной кислоты этанолом при низких
рН осуществляется по механизму общего основного катализа,
обратная реакция должна протекать с отщеплением этоксид-
иона от тетраэдрического промежуточного соединения с по-
мощью общего кислотного катализа [уравнение (2.73)].

9° Р°
СНз-С — СН3-С ( 2 . 7 3 )

Et-oTbH Et-сЬ °Н

Jrl Н

Общий _ общий
основный кислотный

катализ катализ

Аналогичным образом, так как гс-нитрофенол ионизируется
при рН > 7, атака n-нитрофенолом карбонильного соединения
не может ускоряться с помощью общего основного катализа:
«-нитрофенолят-ион, несущий отрицательный заряд, является
более сильным нуклеофилом и присутствует в более высокой
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концентрации, чем n-нитрофенол. Следовательно, этот ион непо-
средственно атакует карбонильное соединение и, согласно прин-
ципу детального равновесия, отщепление га-нитрофенолят-иона
от тетраэдрического промежуточного соединения является нека-
тализируемым процессом [уравнение (2.74)].

(2.74)

НекатаШируемая Некатализируемое
атака отщепление

Аналогичные соображения используются и для того, чтобы
показать, что атака эфиров тиолами осуществляется без помощи
общего основного катализа, т. е. имеет место прямая атака тио-
лят-иона даже при рН меньшем, чем р/Са тиола на 10 единиц,
когда доля молекул, находящихся в ионизированном состоянии,
равна всего 10~10 [44].

Прежде чем делать вывод о том, каков механизм реакции,
необходимо удостовериться, что он удовлетворяет принципу де-
тального равновесия. Время от времени появляются сообщения,
в которых этот принцип при обсуждении механизма нарушается,
поскольку на предлагаемых схемах обратная реакция идет по
иному пути, чем прямая при тех же условиях проведения экспе-
римента.

Е. Принцип кинетической эквивалентности

При анализе рН-зависимости скорости химических реакций
возникает неопределенность, от которой нельзя избавиться и
которая известна как принцип кинетической эквивалентности.
Когда из уравнения скорости реакции следует, например, что
скорость реакции пропорциональна концентрации кислоты НА,
это означает, что весь заряд ионов, на которые диссоциирует
кислота, присущ и переходному состоянию, т. е. либо это недис-
социированная кислота, либо два иона, Н+ и А~. Аналогичным
образом, если скорость реакции пропорциональна концентрации
А~, то переходное состояние содержит либо А~, либо НА и ОН~.
Формально этот принцип можно проиллюстрировать следую-
щим образом.

Преобразовав уравнение для ионизации кислоты, получаем

tfa. (2.75)
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Концентрация кислоты связана с концентрацией сопряженного
ей основания и протона. В связи с этим ответить на вопрос, что
представляет собой переходное состояние реакции, зависящей от
концентрации НА,— недиссоциированную кислоту или комбина-
цию протона с сопряженным основанием,— невозможно. Анало-
гичным образом, поскольку концентрация основной формы свя-
зана с концентрацией гидроксил-иона и кислоты с помощью
уравнения

[A-] [HA][OH-]Ka/Kw (2.76)

(где /Cw — ионное произведение воды), отличить реакцию, иду-
щую с образованием А~, от реакции с образованием НА и ОН~,
исходя из данных о концентрационной зависимости скорости
реакции, невозможно. В этом состоит принцип кинетической эк-
вивалентности. Например, двум приведенным ниже механизмам
обобщенного основного катализа соответствуют одинаковые
уравнения скорости реакции:

ОО
ссн3с

Продукты (2.77)

СНзС Продукты

OEt

Для реакции (2.77)

Для реакции (2.78)

о = ЫА"][Эфир].

о = £2 [НА] [ОН"] [Эфир]

= *2[А-][Эфир].

(2.78)

(2.79)

(2.80)

(2.81)

(2.82)

Уравнения (2.79) и (2.82) эквивалентны, и эти два механиз-
ма невозможно различить, анализируя концентрационную или
рН-зависимости скорости реакции. Данные механизмы нельзя
различить и по знаку коэффициента Брёнстеда р при варьиро-
вании р/(а катализатора. Интуитивно это ясно, поскольку обе
реакции сопровождаются делокализацией отрицательного заря-
да в переходном состоянии, но данный вывод можно обосновать
и математически. Механизму (2.77) соответствует положитель-
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ное значение коэффициента р, поскольку, чем сильнее основание,
тем эффективнее будет катализ. Механизму (2.78) также со-
ответствует положительное значение р, так как, хотя общему
кислотному компоненту соответствует отрицательное значение (5,
наличие члена 1//Са в уравнении (2.81) означает, что к \gv
следует прибавить слагаемое 1-рДа, с избытком компенсирую-
щее тот небольшой по значению отрицательный коэффициент р,
который соответствует химической стадии.

Кинетически эквивалентные механизмы можно различить в
том единственном случае, когда один из них включает «невоз-
можную» стадию, например когда константа скорости реакции
второго порядка превышает то предельное значение, которое
характерно для реакции, лимитируемой диффузией, либо когда
в результате расчета получается отрицательная энергия актива-
ции [скажем, в случае гидролиза аспирина; схема (2.78)] [12].

Ж. Кинетические изотопные эффекты [57]

Иногда информацию о глубине протекания и природе стадий
образования и разрыва связей в переходном состоянии удается
получить, изучая влияние изотопного замещения на скорости
реакций. Эти эффекты можно разделить на два класса в зави*
симости от положения замещенных атомов.

1. Первичные изотопные эффекты

Первичный изотопный эффект наблюдается при расщеплении
связи у замещенного атома. Например, часто связь С—О рас-
щепляется в несколько раз медленнее связи С—Н. Менее за-
метное уменьшение скорости (на несколько процентов) обнару-
живается иногда при замещении 14N на 15N или 16О на 18О.
Степень изменения скорости позволяет судить о степени разры-
ва связи в переходном состоянии.

Для анализа изотопных эффектов проще всего сопоставить
ферментативную реакцию с простой модельной системой, хими-
ческие свойства которой изучены другими методами. В этом
разделе нас интересуют в первую очередь эмпирические резуль-
таты модельных экспериментов, однако рассмотрение теорети-
ческих основ этих эффектов (даже в упрощенном виде) весьма
полезно для понимания их природы. На рис. 2.8 представлена
характерная зависимость энергии связи между атомами углеро-
да и водорода от расстояния между этими атомами. Точно такая
же зависимость имеет место и для атомов углерода и дейтерия,
поскольку форма кривой определяется орбитальными электро-
нами. Согласно квантовой теории, самый низкий энергетический
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уровень, т. е. нулевой уровень энергии, располагается выше дна
ямы на величину '/г^. где v — частота колебаний. Ее можно
найти из инфракрасных спектров соединения. Нулевым энерге-
тическим уровням для связей С-—Н и С—D отвечает энергия 17,4
и 12,5 кДж-моль-1 (4,15 и 3 ккал-моль-1) соответственно. Если
в переходном состоянии атом водорода или дейтерия находится

или
С...Н...В
C...D...B

Переходное
состояние

Расстояние между атомами, С и Н
или С и D

Рис. 2.8. Изменение энергии при переносе водорода или дейтерия от атома
углерода. Энергия переходного состояния в обоих случаях имеет одно и то
же значение (этот вопрос обсуждается в тексте), однако в исходных веще-
ствах водород имеет более высокую энергию вследствие более высокой нуле-
вой энергии. Следовательно, энергия активации при переносе водорода ниже,

чем при переносе дейтерия.

на вершине энергетического профиля, а не в яме, то в переход-
ном состоянии данной реакции отсутствует нулевой уровень
энергии. Следовательно, разорвать связь С—Н при 25° в 7 раз
легче, чем связь С—D [это соответствует разности энергий нуле-
вых уровней (17,4—12,5) кДж-моль-1 (4,15—3,0) ккал-моль-1].
На самом деле кинетический изотопный эффект может быть
больше за счет квантовомеханического туннельного перехода
или меньше, поскольку в переходном состоянии имеют место
компенсирующие деформационные колебания. Как правило, если
полученные значения лежат в интервале от 2 до 15, это озна-
чает, что в переходном состоянии происходит разрыв связи С—Н.
В гл. 12 (разд. АЛ) будет показано, что для переноса гидрид-
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иона между субстратом и NAD+ в реакциях, катализируемых
алкогольдегидрогеназой, отношение кн/ko равно 3—5.

Кинетические изотопные эффекты с применением кислорода
и азота использовались для выяснения природы лимитирующей
стадии в реакциях, катализируемых химотрипсином и папаином.
Для катализируемого щелочью или общим основанием гидроли-
за метилформиата [НС(=О) 1 6- 18ОСН3] в модельной системе от-
ношение kl6O/klso= 1,01. В случае гидразинолиза, где лимити-
рующей стадией является распад тетраэдрического промежу-
точного соединения, величина изотопного эффекта равна 1,062.

Н—С
\

ОМе

JO
Н—С

\

H,NNH, ОМе

НО ОМе

н-с

+/ \ .-
H2NNH2 ОМе

(2.83)

ПС

(2.84)

ПС

Эти величины можно сравнить с величиной 1,052 для случая
отсутствия нулевого энергетического уровня в переходном со-
стоянии [58]. Кинетические изотопные эффекты, обнаруженные
при гидролизе эфирных субстратов, катализируемом химотрип-
сином, близки к эффектам, характерным для гидролиза метил-
формиата, катализируемого общим основанием [59]. Это озна-
чает, что лимитирующей стадией является, по-видимому, обра-
зование тетраэдрического промежуточного соединения. Катали-
зируемый папаином гидролиз бензоил-Ь-аргининамида характе-
ризуется кинетическим изотопным эффектом (14N/15N) около
1,024, что близко к верхнему пределу (1,01 —1,025) для расщеп-
ления связи С—N [60], найденному в модельных опытах. Этот
факт означает, что в переходном состоянии связь С—N в значи-
тельной мере расщеплена и скорее всего объясняется тем, что
лимитирующей стадией является распад тетраэдрического про-
межуточного соединения (гл. 12, разд. Б.2).

Кинетический изотопный эффект для атомов азота (1,006—
1,01), наблюдаемый при катализируемом химотрипсином гидро-
лизе амида ацилтриптофана, авторы работы [61] рассматривали
как доказательство того, что в лимитирующую стадию вносит
вклад как образование, так и разрушение тетраэдрического
промежуточного соединения.
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2. Вторичные изотопные эффекты

Вторичные изотопные эффекты наблюдаются при расщепле-
нии связи между атомами, соседними с замещенным на другой
изотоп атомом. Эти эффекты обусловлены изменением гибриди-
зации изотопа, а не расщеплением связи. По-видимому, наибо-
лее известным примером вторичного изотопного эффекта в фер-
ментативных реакциях является замещение водорода на дейте-
рий или тритий при С-1-атоме субстратов лизоцима (гл. 12,
разд. Д). В ходе этой реакции образуется карбоний-ион, а гиб-
ридизация атома С-1 меняется от sp3 к sp2. Для модельных ре-
акций kH/kD= 1,14, что близко к величине 1,11 для фермента-
тивной реакции [62, 63]

> /С + —D (2.85)
/ \

R D

3. Изотопные эффекты, обусловленные растворителем

Изотопные эффекты, обусловленные растворителем, прояв-
ляются при сравнении скоростей реакций в Н2О и D2O. Обычно
эти эффекты связаны с переносом протона между электроотри-
цательными атомами, сопровождающим образование и разрыв
связи между более тяжелыми атомами в таких реакциях, как

(2.86)

Изотопные эффекты, обусловленные растворителем, по свое-
му происхождению отличаются от изотопных эффектов, сопро-
вождающих расщепление связи С—Н, и их природа до конца не
ясна. Перенос протона происходит гораздо быстрее, чем образо-
вание и разрыв связи, и в ходе реакции протон, вероятно, нахо-
дится на дне потенциальной ямы. Исчезновение нулевого энер-
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гетического уровня (как это имеет место при переносе протона
от атома углерода, в котором сам разрыв связи С—Н протекает
медленно) в этом случае не происходит. Определенный вклад в
экспериментально наблюдаемый изотопный эффект, обуслов-
ленный растворителем, могут вносить сольватация реагентов и
вторичные изотопные эффекты, вызванные заменой в реагентах
водорода на дейтерий.

Рассматриваемые изотопные эффекты являются весьма цен-
ным инструментом исследования простых химических реакций,
хотя величины этих эффектов могут сильно варьировать. Напри-
мер, установлено, что для реакций типа (2.86), катализируемых
по механизму общего основного катализа, отношение kH/kD рав-
но ~ 2 , тогда как для нуклеофильной атаки эфира оно близко
к 1. Изотопные эффекты в ферментативных реакциях труднее
интерпретировать, поскольку в молекуле белка слишком много
протонов, которые способны обмениваться на атомы дейтерия
[64]. Кроме того, при замене растворителя может слегка изме-

ниться структура белка.

3. Стереохимия [65]

Представление о том, что ферменты обладают специфично-
стью только к одному из двух оптически активных изомеров
субстрата, не менее старо, чем сама стереохимия. Пастер, гени-
альный химик и биохимик, сообщил в 1858 г., что он обнаружил
дрожжи, сбраживающие правовращающую винную кислоту и не
способные сбраживать левовращающую. Ранние исследования
протеаз показали, что гидролизуются производные только L-, но
не D-аминокислот.

со2н со2н
С С (2.87)

H 2 N ' ^ СНз Н 3 С V NH 2

v-аланин тз-аланин

Соединение является оптически активным, если оно не может
быть совмещено со своим зеркальным отображением, т. е. со
своим энантиомером. Такое соединение поворачивает плоскость
поляризации плоскополяризованного света. Чтобы проверить,
совмещается ли данное соединение со своим зеркальным ото-
бражением, надо просто установить, обладает ли оно плоско-
стью или центром симметрии. Наличие подобной симметрии оз-
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начает, что данное соединение оптически неактивно, и наоборот.
Как и в случае многих органических молекул, представляющих
биологический интерес, оптическая активность аминокислот
обусловлена присутствием асимметричного атома углерода с
четырьмя различными заместителями. Сейчас такой тип угле-
родного атома носит название хиральный центр. Углеродный
атом с двумя одинаковыми заместителями (CR2R'R") называ-
ется прохиральным. Хотя соединение такого типа и не обладает
оптической активностью (поскольку атом углерода связан с
двумя одинаковыми группами и, следовательно, имеет плоскость
симметрии), оно может стать таковым при замещении одной из
R-групп другой группой (отличной от R' и R").

Лет 40—50 назад отмечалось, что для распознавания фер-
ментом хирального атома углерода по крайней мере три груп-
пы из числа окружающих этот атом групп должны связаться
с ферментом (теория трехточечного присоединения) [66].
Если фермент связывается только с двумя группами, то две
другие можно поменять местами, не повлияв на связывание
[схема 2.88)].

(2.88)

Причина стереоспецифичности протеаз (ферментов, на которых
были выполнены ранние стереохимические эксперименты)
сразу же становится понятной при анализе их кристалличе-
ской структуры (гл. 1 и 12). Производные D-аминокислот от-
личаются от производных L-аминокислот тем, что Н-атом и
боковая цепь, присоединенные к хиральному атому углерода,
поменялись в них местами. Связывание D-производных невоз-
можно из-за стерических затруднений при контактировании
фермента и боковой цепи аминокислоты, место которой в
L-производных обычно занимает Н-атом.

О

(2.89)
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1. Асимметричный фермент может превратить
симметричный субстрат в асимметричный
Хотя в случае простых химических реакций в молекуле

CH2RR' оба атома водорода эквивалентны, при связывании с
асимметричным активным центром фермента эта эквивалент-
ность может быть утрачена [67]. Например, присоединение к
ферменту молекулы CH2RR' группами R и R'

(2.90)

приводит к тому, что водородные атомы оказываются в разном
окружении. Атом На может оказаться рядом с каталитически
активным основанием, тогда как атом Нь — попасть в неактив-
ное окружение.

Еще одним примером такого рода служат реакции между
карбонильными соединениями и соединениями с двойными уг-
лерод-углеродными связями. Если реагент атакует плоский три-
гональный атом углерода только с одной стороны, то образуется
оптически активное соединение. Например, если на схеме (2.91)
нуклеофил атакует ацетальдегид «с фронта», то образуется
продукт, изображенный слева, тогда как при атаке с «тыла»
образуется энантиомер, изображенный справа.

Y СН3

' (2.91)

(Заметим, что атака тригонального атома углерода всегда про-
исходит перпендикулярно плоскости двойной связи.) В случае
простой химической реакции в растворе вероятность атаки три-
гонального углеродного атома со всех сторон одинакова (2.91), и
в результате образуется рацемическая смесь, содержащая по
50% каждого энантиомера. В ходе ферментативной же реакции
атака возможна только с одной стороны, поскольку субстрат
жестко удерживается в асимметричном активном центре и для
атакующей группы доступна только одна сторона субстрата.

2. Обозначения [65]
Символы D и L, которые обычно используются для обозна-

чения конфигурации, имеют тот недостаток, что не являются
абсолютными, а относятся к эталонному соединению. Более по-
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лезная система обозначений, описывающая абсолютную асим-
метрию молекул, использует символы R и S. Согласно этой
системе, определяется приоритет групп, связанных с хиральным
углеродным атомом, основанный на ряде правил, в основу кото-
рых положены значения атомного номера и массового числа
присоединенных атомов. Сначала рассматриваются атомы,
непосредственно связанные с хиральным атомом углерода; чем
больше атомный номер, тем выше приоритет атома. При наличии
изотопов «старшим» считается изотоп с большим массовым чис-
лом. Если группы связаны с хиральным атомом углерода через
одинаковые атомы, то рассматриваются атомные номера и мас-
совые числа следующих атомов. Лучше всего этот прин-
цип иллюстрирует последовательность наиболее часто
встречающихся групп: —SH > —OR > —ОН > NHCOR >
> —NH2 > —CO2R > —СО2Н > —СНО > —СН2ОН >
> —С6Н5 > СНз > —Т > —D > —Н. (Заметим, что приори-
тет группы —СНО выше, чем группы — СН2ОН, поскольку счи-
тается, что в группе С = О углерод связан с двумя атомами кис-
лорода.)

Хиральный атом углерода обозначается буквой R или S. На
этот атом смотрят в направлении, противоположном тому, кото-
рое ведет к заместителю, обладающему низшим приоритетом.
Если приоритет оставшихся трех заместителей уменьшается в
направлении, совпадающем с направлением движения часовой
стрелки, то говорят, что молекула имеет абсолютную конфигу-
рацию R (от rectus — правая). Если приоритет уменьшается в
обратном направлении, то считается, что имеет место абсолют-
ная конфигурация 5 (от sinister — левая). Например,

СНО СНО Н ^РН-ч

Н—С—ОН з н»•<>« ОН = С J (2.92)

СН2ОН СН2ОН НОН2С СНО

В-иицерсиьдегид=К-глицеральдегид

СНО СНО НО Н

НО—С—Н ж Н»-С-«Н = ( С (2.93)

СН2ОН СН2ОН

L-глицеральдегид = S- глнцеральдеъид

[Отметим, что формулы глицеральдегида, расположенные сле-
ва, написаны в соответствии с правилами Фишера; связи в
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направлении «восток — запад» выступают вперед из плоскости
рисунка, а связи, идущие в направлении «север — юг», уходят
за плоскость, как это изображено на формулах в центре схем
(2.92) и (2.93).]

Н сНз

H2N СО2Н

L- аланин =
s-аланин

Кроме того, сушествует правило прохиральности. Например,
если двум протонам в этаноле присвоить индексы а и b и при-
нять, что приоритет атома Н а выше, чем атома Нь [схема
(2.95)],

(2.95)

На

то Н а будет считаться npo-R-атошоы, поскольку приоритет при
движении по часовой стрелке уменьшается. Напротив, атом Н ь

называют атомом npo-S. Обратите внимание, что если повторить
это рассмотрение, считая, что теперь приоритет атома Н ь выше,
то все равно Н а остается лро-У?-атомом, а # ь — npo-S. Следо-
вательно, прохиральность является абсолютной и не зависит от
того, какому из атомов — Н а или Нь — принадлежит приори-
тет.

Две стороны соединения, содержащего тригоналбный угле-
родный атом, на основании ряда сложных правил обозначаются
символами re (от rectus) и si (от sinister). Простой пример
такого рода приведен на схеме (2.96); одно и то же соединение
обращено к читателю двумя противоположными сторонами.

(2.96)
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3. Примеры стереоспецифичности ферментов

а. Никотинамидадениндинуклеотид-зависимое окисление
и восстановление

В окислительно-восстановительных реакциях NAD+ и NADP+

(R = Н и РОз соответственно) выступают в роли коферментов,
обратимо присоединяя водород в положение 4 никотинамидного
кольца.

(2.98)

Положение 4 в дигидроникотинамидном кольце является
прохиральным. Стороны никотинамидного кольца и протоны при
атоме С-4 можно пометить в соответствии с RS-системой, при-
няв, что та часть кольца, которая содержит группу — CONH2,
имеет больший приоритет, чем остальная

О
HR H

II
NH2

^ . C f О

( 2 9 9 )

R
re

В ходе важных с исторической точки зрения экспериментов
было выявлено, что между субстратом и NAD+ происходит
прямой стереоспецифический перенос водорода [68, 69]. Дрож-
жевая алкогольдегидрогеназа переносит 1 моль дейтерия от
CH3CD2OH на NAD+. При инкубации полученного таким путем
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NADD с ферментом и немеченым ацетальдегидом весь дейтерий
оказывается перенесенным от NADD на образовавшийся спирт.
Дейтерий или водород стереоспецифически присоединяется
лишь к одной стороне молекулы NAD+ и впоследствии от этой
же стороны отщепляется. Неспецифическое присоединение к
обеим сторонам NAD+ привело бы к обратному переносу на
ацетальдегид лишь 50% дейтерия (или значительно меньшего
количества, поскольку кинетический изотопный эффект замед-
ляет перенос). Одни дегидрогеназы переносят водород на ту же
сторону NAD+, что и алкогольдегидрогеназа (дегидрогеназы
класса А), другие —на противоположную сторону (класс В);
эти дегидрогеназы перечислены в гл. 12. Впоследствии было уста-
новлено, что ферменты класса А осуществляют перенос протона
к re-стороне NAD+ (или NADP+) и используют npo-R-волорой
NADH.

NAD+ + CH3CD2OH —» NADD + CH3CDO + Н+ (2.100)

NADD + СН3СНО + Н+ —» NAD+ + CH3CDHOH. (2.101)

Перенос на альдегид также стереоспецифичен. Образую-
щийся спирт -{схема (2.102)] является S-энантиомером и обла-
дает оптической активностью с удельным оптическим вращением
—0,28 ± 0,03° [70].

Ну ,D

снДон ( 2 1 0 2 >

б. Гидратация фумарата, катализируемая фумаразой

Фумараза катализирует присоединение составных частей во-
ды по двойной связи фумарата [схема (2.103)].

'CR С ~CR

;я-Он w
 А ^ >с^н

но2с н но2с н но2с он
(2.103)

Стереохимический анализ образующейся яблочной кислоты по-
казал, что присоединяющаяся D2O находится в транс-, а не з
ц«с-положении (т. е. D+ присоединяется ввреху, со стороны re,
a DO~ — внизу, со стороны si).
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в. Днс-ендиольное промежуточное соединение в реакциях
ферментативной изомеризации альдоз в кетозы

При катализе реакций изомеризации альдоз в кетозы обра-
зуется ендиольное промежуточное соединение, в котором пере-
носимый протон [Т на схеме (2.104)] остается на той же сторо-
не

Н
н \ ^° т-с-он

С ,
=о

^ т с о н
С - > , (2.104)
I с =т—с—он

R
промежуточного соединения. Анализ стереохимии продуктов по-
казывает, что промежуточное соединение представляет собой
цис-, а не гранс-форму [71].

Альдозы, которые относительно атома С-2 являются ^-фор-
мами [схема (2.105)], всегда образуют кетозы, которые явля-
ются У?-формами относительно атома С-1. Это предполагает, что
ендиол имеет цис- [схема (2.105), вверху], а не грамс-конфигу-
рацию.

Н \ ^

н
\

у

R

ОН
ч /

1 —
х он

н
1*-

.он
\ /

6=о

т ,
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3 Г л а в а

ОСНОВНЫЕ УРАВНЕНИЯ
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ КИНЕТИКИ

А. Стационарная кинетика

Концепция стационарного состояния широко используется в
динамических системах. Система находится в стационарном со-
стоянии, если некоторые существенные для ее характеристики
величины не меняются со временем или если скорость образова-
ния какого-либо существенного компонента системы равна ско-
рости его распада. Например, в стационарном состоянии ско-
рость увеличения численности населения данной страны равна
скорости его убыли. Аналогичным образом концентрация мета-
болита в клетке стационарна, если скорость его образования
равна скорости распада. В ферментативной кинетике эта кон-
цепция применяется к концентрациям ферментсодержащих про-
межуточных соединений. При смешивании фермента с большим
избытком субстрата наблюдается период, известный под назва-
нием прёдстационарного, во время которого концентрации этих
промежуточных соединений выходят на стационарный уровень.
Вслед за этим скорость реакции меняется со временем сравни-
тельно медленно, и можно считать, что концентрации промежу-
точных соединений являются стационарными. По традиции ско-
рость ферментативных реакций измеряют именно на этом
стационарном участке. Стационарное состояние является изве-
стной аппроксимацией, поскольку субстрат постепенно расходу-
ется в ходе эксперимента. Однако, если скорость измеряется за
достаточно короткий отрезок времени и концентрация субстрата
остается практически постоянной, это приближение является
достаточно хорошим.

Хотя концепция предстационарности, несомненно, весьма по-
лезна для анализа химических механизмов ферментативного
катализа (гл. 4 и 7), для анализа метаболизма более важны
данные стационарной кинетики, поскольку они характеризуют
каталитическую активность фермента в условиях существующе-
го в клетке стационарного состояния.
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1. Экспериментальная основа:
уравнение Михаэлиса—Ментен [1]
При выводе приведенных ниже кинетических уравнений

предполагается, что концентрация фермента пренебрежимо ма-
ла по сравнению с концентрацией субстрата. За исключением тех
случаев, когда речь идет о быстрых реакциях, описанных в
следующей главе, это допущение выполняется почти всегда,

Рис. 3.1. Зависимость скорости реакции от концентрации субстрата для меха-
низма Михаэлиса — Ментен.

поскольку каталитическая эффективность ферментов достаточно
высока.

Как правило, начальная скорость v образования продукта
или превращения субстрата с участием фермента прямо пропор-
циональна концентрации фермента [Е]о. Однако по мере повы-
шения концентрации субстрата [S] линейность начинает нару-
шаться, рост v замедляется и наконец при достаточно высо-
ких, или насыщающих, концентрациях S скорость достигает
предельного значения Vmax- Аналитически этот процесс описы-
вается уравнением Михаэлиса — Ментен, основным уравне-
нием ферментативной кинетики:

где
"cat

(3.1)

(3.2)
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Концентрация субстрата, при которой v =-^ Vmax, обозна-
чается /См и называется константой Михаэлиса. Обратите вни-
мание, что при низких значениях [S], когда [S] -С Км,

S]. (3.3)

2. Интерпретация кинетических параметров
для односубстратных реакций:
механизм Михаэлиса — Ментен

В 1913 г. Михаэлис и Ментен, развив идеи других исследо-
вателей, предложили следующую схему:

*S *cat

E + S = Р = * ES -—»• ЕР. (3.4)

Каталитическая реакция состоит из двух стадий. Сначала
фермент и субстрат соединяются и образуют фермент-субстрат-
ный комплекс ES. Предполагается, что эта стадия протекает
быстро и обратимо и не сопровождается какими-либо химиче-
скими изменениями; фермент и субстрат удерживаются вместе
за счет сил физической природы. На второй стадии протекают
химические процессы, характеризующиеся константой скорости
первого порядка &cat (число оборотов).

Уравнение скорости выводится следующим образом. Из
уравнения (3.4) получаем

(3.5)

(3.6)

Далее, поскольку суммарная концентрация фермента [Е] о и
концентрация свободного фермента [Е] связаны соотношением

[E] = [E]0-[ES], (3.7)
имеем

1Е81-Т??Уп!г (3-8)

(3.9)

Это уравнение идентично уравнению (3.1), где Кгл равна
константе диссоциации фермент-субстратного комплекса.
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Концепция фермент-субстратного комплекса является краеу-
гольным камнем ферментативной кинетики и лежит в основе
наших представлений о механизмах ферментативного катализа.
В честь ученого, который ввел это понятие, комплекс субстрата с
ферментом, образованный без участия ковалентных связей, ча-
сто называют комплексом Михаэлиса.

3. Последующие модификации механизма
Михаэлиса — Ментен

Не следует отождествлять уравнение и механизм, предло-
женные Михаэлисом и Ментен. Уравнение выполняется для
многих механизмов, механизм же не всегда согласуется с полу-
ченными данными.

Механизм Михаэлиса — Ментен предполагает, что фермент-
субстратный комплекс находится в термодинамическом равно-
весии со свободными ферментом и субстратом. Это справедливо
только в том случае, если в уравнении (3.10) ki «С k-\\

E + S =f=fc ES >- EP. (3.10)

Случай, когда k2 сравнима с k-\, впервые был рассмотрен
Бриггсом и Холдейном в 1925 г.

а. Кинетика Бриггса — Холдейна [2]: Км > Ks

Вывести уравнение скорости для схемы (3.10) немного труд-
нее, чем для механизма Михаэлиса — Ментен. При расчете кон-
центрации ES используется принцип стационарности, т. е. счи-
тается, что если измеряемая скорость реакции приблизительно
постоянна в рассматриваемом промежутке времени, то [ES]
также постоянна:

1 0 = fti [E] [S] - *, [ES] _ *_, [ES] (3.11)

Из уравнений (3.7) и (3.11) получаем

и, поскольку v = k2 [ES],

[ E ] 0 [ S ] * ,
(3.13)

Это уравнение идентично уравнению Михаэлиса — Ментен (3.1);
здесь

(*2 + *_,)/*, = *«• (3.14)
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Поскольку константа диссоциации комплекса ES равна /Cs =
= k-ilkh ТО

(3.15)

Естественно, что при k-i^ k2 уравнение (3.14) сводится к виду
Км = Ks, т. е. константа Михаэлиса представляет собой в этом
случае константу диссоциации фермент-субстратного комплек-
са.

б. Промежуточное соединение, образующееся вслед за
образованием ES: Км < Ks

Схему Михаэлиса — Ментен можно использовать для анали-
за самых разных процессов, отличительной особенностью кото-
рых является образование в ходе реакции дополнительных ко-
валентно или нековалентно связанных промежуточных соедине-
ний. Установлено, что во всех этих случаях применимо уравнение
Михаэлиса — Ментен, хотя теперь Км и kcat представляют собой
комбинации различных констант скорости и констант равнове-
сия. При этом всегда Км ^ Ks. Допустим, например, что реак-
ция протекает с образованием ряда промежуточных соединений
[схема (3.16)] и конечная каталитическая стадия является мед-
ленной:

K S * К' k* /г, , ^ \E + S ^ = ? ES ч = * ES' <=* ES" -> ЕР, (3.16)
Медленно

где [ES'] = t f [ E S ] , a [ES"] = /C[ES].
Следовательно,

KK = KS/(1 + K + KK') (3.17)

*c,t = *4ffff 7(1+ * + * * ' ) . (3.18)

Катализируемый химотрипсином гидролиз эфиров и амидов
протекает согласно следующему механизму:

Е+ S =<=̂= ES ~^ ЕА - ^ * ЕР2> (3.19)

Pi

где ЕА — «ацилфермент».
Считая, что концентрация комплекса ЕА стационарна, мы

можем записать

{ № } (3'20)
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г. е. получаем уравнение Михаэлиса — Ментен, где

*м = *зУ(*2 + *з) (3.21)

*cat = W(*2 + *3). (3.22)
или

l/* c a t = l/k2 + l/k3. (3.23)

В более сложных случаях неравенство /См < /Cs может не вы-
полняться.

4. Все три механизма встречаются на практике

В случае механизма Бриггса — Холдейна, для которого
k% S> k-\, отношение kcat/Км равно k\ — константе скорости свя-
зывания фермента и субстрата. В гл. 4 будет показано, что
константы скорости связывания должны быть порядка
108 М^-С"1. Это позволяет сделать вывод, что для механизма
Бриггса — Холдейна отношение kat/Км равно ~10 7 —
108 М-1-с"1. Каталаза, ацетилхолинэстераза, карбоангидраза,
кротоназа, фумараза и триозофосфатизомераза — все эти фер-
менты по указанному критерию подчиняются кинетике Бриг-
гса— Холдейна, о чем свидетельствуют данные табл. 4.4. Еще
одним ферментом такого типа является пероксидаза, выделен-
ная из хрена,— один из первых ферментов, к которому были
применены методы исследования быстрых реакций [3]. Сначала
пероксидаза образует с перекисью водорода компекс Михаэли-
са, который затем взаимодействует с донором водорода (реак-
ция второго порядка). При достаточно высоких концентрациях
донора скорость второй реакции значительно превышает ско-
рость диссоциации комплекса Михаэлиса.

Образование вслед за фермент-субстратным комплексом
промежуточных соединений [как в схеме (3.19) ] —чрезвычайно
широко распространенное явление. Однако в случае физиологи-
ческих субстратов эти промежуточные соединения часто не на-
капливаются и медленной стадией в последовательности реак-
ций (3.19) является стадия с константой скорости k2. (Обуслов-
лено это причинами принципиального характера, обсуждающи-
мися в гл. 10, где приведены соответствующие примеры.) При
этих условиях /См равна /Cs (константе диссоциации) и первона-
чально предложенный механизм Михаэлиса — Ментен оказыва-
ется всегда выполнимым. Для многих экспериментальных систем
наблюдается обратная картина. Исследователи часто использу-
ют в опытах синтетические высокореакционные субстраты; в этих
условиях часто происходит накопление содержащих ковалент-
ные связи промежуточных соединений.
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Б. Физический смысл параметров уравнения
Михаэлиса — Ментен

1. Смысл константы kcat

Когда имеется только один фермент-субстратный комплекс и
все стадии связывания достаточно быстрые, параметр kcat в
уравнении Михаэлиса — Ментен представляет собой просто
константу скорости первого порядка для химического превра-
щения комплекса ES в комплексе ЕР. В более сложных ситуа-
циях fecat является функцией всех констант скорости первого
порядка и не может быть отнесена ни к какому конкретному
процессу, за исключением крайних случаев. Например, для ме-
ханизма Бриггса — Холдейна, когда комплекс ЕР диссоциирует
достаточно быстро, kcat = k2 [уравнение (3.10)]. Однако если
диссоциация комплекса ЕР протекает медленно, то константа
скорости этого процесса вносит вклад в параметр kcat и в
предельном случае, когда скорость диссоциации ЕР значительно
меньше скоростей химических стадий, параметр kcat будет ра-
вен константе скорости диссоциации. Из рассмотрения схемы
(3.19) видно, что в этом случае kcat является функцией констант
k2 и k3. Однако если одна из этих констант много меньше другой,
kcat становится равной меньшей константе. Например, если
къ < h, то, согласно (3.22), A>cat = k3. Из этого следует, что kcat
не может превышать ни одной из констант скорости первого
порядка для реакционного пути в прямом направлении и пред-
ставляет собой, таким образом, нижний предел для констант
скорости химических реакций.

Часто параметр kcat называют числом оборотов фермента,
поскольку он определяет максимальное число молекул субстра-
та, превращающихся в продукт одним активным центром в
единицу времени.

2. Смысл /См: истинные и кажущиеся константы
равновесия

Несмотря на то что Км равна /Cs — истинной константе дис-
социации фермент-субстратного комплекса — только для про-
стого механизма Михаэлиса — Ментен или в аналогичных слу-
чаях, при решении определенных задач /См можно рассматри-
вать как кажущуюся константу диссоциации. Например, кон-
центрацию свободного фермента можно рассчитать из соотно-
шения

fE][S] ,„ о л ч
= ^ ' ( ' 2 4 )
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где X [ES] — сумма концентраций всех фермент-содержащих
форм '.

Концепция кажущихся величин очень плодотворна и исполь-
зуется во многих случаях, например при определении р/Са. До-
вольно часто значения р/(а не отражают микроскопическую
ионизацию данной группы, а представляют собой комбинацию
соответствующей константы с константами равновесия между
разными конформационными состояниями данной молекулы.
Эту кажущуюся константу можно определить титрованием как
простую константу рЛ*а. При анализе влияния температуры, рН
и других факторов на кажущуюся Д*м не следует слишком пола-
гаться на подобный упрощенный подход; необходимо помнить,
что константы скорости, функцией которых является кажущаяся
константа /См, также зависят от указанных факторов. То же
самое относится к значениям kcai- В литературе имеются при-
меры, когда наличие изломов на температурной зависимости
&cat объяснялось тем, что фермент претерпевает конформацион-
ные изменения, тогда как в действительности имела место раз-
ная температурная зависимость индивидуальных констант ско-
рости, входящих в параметр feCat, т. е. констант k2 и k3 в урав-
нении (3.22).

То, что /См является мерой количества фермента, связанного
в той или иной форме с субстратом, иллюстрируется следую-
щей схемой (сравните с механизмом действия химотрипсина):

E + S =?=* ES >• ES' > Е + Р. (3.25)

Применяя условие стационарности к комплексу ES', получаем

[ES'] = [ES] kt/k3. (3.26)

Когда k2~^>k3, [ES'] намного превышает [ES], так что ES' вно-
сит в /См больший вклад, чем ES, и является преобладающей

1 Любопытно, что кинетика Михаэлиса — Ментен может наблюдаться и
в отсутствие насыщения фермента субстратом. Рассмотрим, например, сле-
дующую схему:

Е + S —1~> Е' + Р,

I»

Здесь взаимодействие активной формы фермента с субстратом представляет
собой реакцию второго порядка; в результате образуются продукты и неак-
тивная форма Е', которая медленно переходит в активную. Этот случай слу-
жит примером кинетики с кажущимся насыщением; при этом fccat = k2, a
Км = Да/*1. Если рассматривать Е' как «связанную» форму фермента, то
можно применять уравнение (3.24).
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ферментсодержащей формой. Даже не решая написанных урав-
нений, мы интуитивно чувствуем, что /См должна быть меньше
Ks приблизительно в ka/k2 раз, т. е.

(3.27)

K

3. Смысл параметра kcai/K

Как было показано ранее [уравнение (3.3)], скорость реак-
ции при низких концентрациях субстрата определяется уравне-
нием v =(kcllt/KfA) [E]o[S], т. е. отношение kcat/Км представ-
ляет собой кажущуюся константу скорости второго порядка.
Этот параметр не является истинной микроскопической кон-
стантой, за исключением крайнего случая, когда реакция лими-
тируется столкновением фермента с субстратом.

Ценность параметра kcat/Кгл состоит в том, что он связывает
скорость реакции с концентрацией свободного фермента, а не с
его общей концентрацией. В этом нетрудно убедиться из рас-
смотрения приведенного выше уравнения (3.3), поскольку при
низкой концентрации субстрата фермент находится преимуще-
ственно в свободном состоянии ( [ Е ] « [ Е ] о ) , и, следовательно,
скорость реакции есть

Ниже будет показано Сравнение (3.41)], что этот вывод спра-
ведлив для любой концентрации субстрата. Мы покажем также
[уравнение (3.44)], что параметр kcat/Kn определяет специ-
фичность действия фермента при наличии конкурирующих суб-
стратов.

Отношение fecat//(M не может превышать ни одну из констант
скорости второго порядка [4] для последовательности реакций,
идущих в прямом направлении, и представляет собой, таким
образом, нижний предел для константы скорости при связыва-
нии фермента с субстратом.

В. Графическое представление данных

Для графического анализа данных и обнаружения отклоне-
ний от идеальности весьма полезно преобразовать уравнение
Михаэлиса — Ментен в линейную форму. Чаще всего для этого
используют метод Лайнуивера—Бэрка. Взяв величины, обрат-
ные правой и левой частям уравнения (3.1), и подставив выра-
жение (3.2), мы получим уравнение Лайнуивера—Бэрка [5]:

(3.28)
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График, построенный в координатах {1/[S]; l/v} (рис. 3.2),
представляет собой прямую, тангенс угла наклона которой равен
/См/Vmax, отрезок, отсекаемый на оси ординат (при 1/[S] = O),
есть 1/Vmax, а на оси абсцисс — 1//См-

О f/£SJ —+
Рис. 3.2. График Лайнуивера — Бэрка.

v/[sj

Рис. 3.3. График Эди — Хофсти.

Другой часто использующийся график — это график Эди —
Хофсти [уравнение (3.29)] [6, 7]. Преобразование уравнений
(3.1) и (3.2) приводит к выражению

(3.29)
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График, построенный в координатах {y/[S]; v) (рис. 3.3),
представляет собой прямую, отсекающую на оси ординат (при
y /[S] = 0) отрезок, равный Fmax. Тангенс угла наклона этой
прямой равен —К/л, а отрезок, отсекаемый ею на оси абсцисс,

График Лайнуивера — Бэрка имеет тот недостаток, что при
высоких концентрациях субтрата экспериментальные точки по-
падают на небольшой отрезок, в результате чего точкам, со-
ответствующим низким концентрациям, придается слишком
большой вес. Достоинство же этого графика состоит в том, что
он позволяет просто оценить значение v при данной концентра-
ции субстрата [S].

График Эди — Хофсти лишен указанного выше недостатка,
однако определить с его помощью значение скорости труднее.
Считается, что этот график дает более точные результаты, по-
этому для определения параметров Кгл и Vmax исследователи
предпочитают пользоваться именно им [8, 9].

Г. Ингибирование

Помимо необратимой инактивации ферментов при нагрева-
нии или действии химических реагентов, может происходить
обратимое ингибирование в ходе нековалентного связывания
ингибиторов. Различают четыре основных типа ингибирования.

1. Конкурентное ингибирование

Если ингибитор I связывается с активным центром фермента
и препятствует связыванию субстрата S и наоборот, т. е. I и S
конкурируют за связывание с активным центром, то говорят, что
I является конкурентным ингибитором. Для простого механизма
Михаэлиса — Ментен [уравнение (3.4), KM. = KS] следует рас-
сматривать еще одну стадию:

Е =г=^ ES —̂ -»» Е + Р.

I.
(3.30)

EI

Используя при выводе уравнения скорости соотношение
[E]0 = [ES] + [EI] + [E], (3.31)

получаем
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Конкурентное 1/v

v/[S] f/[Sj

Бесконкурентное

v/[s]

Неконкурентное

v/[sj
Рис. 3.4. Графики Эди — Хофсти (слева) и Лайнуивера — Бэрка (справа)
для различных типов ингибирования. Жирные прямые соответствуют реак-
циям в отсутствие ингибитора, тонкие — реакциям в присутствии ингибитора.

Можно видеть, что Км увеличивается в (1 -f- [Ц/Ki) раз. Это
уравнение применимо ко всем механизмам, для которых спра-
ведливо уравнение Михэлиса—Ментен. Конкурентное ингиби-
рование влияет только на параметр Км и не сказывается на Утах,
поскольку при бесконечно больших концентрациях субстрат вы-
тесняет ингибитор из активного центра фермента.

2. Неконкурентное, бесконкурентное
и смешанное ингибирование
Когда I и S присоединяются к ферменту одновременно, а не

конкурируют за один и тот же центр связывания, наблюдается
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Рис. 3.5. А. Конкурентное ингибирование; ингибитор и субстрат конкурируют
за один и тот же центр связывания. Например, индол, фенол и бензол связы-
ваются в гидрофобном кармане химотрипсина и ингибируют гидролиз про-
изводных триптофана, тирозина и фенилаланина. Б. Неконкурентное ингиби-
рование; ингибитор и субстрат одновременно связываются с ферментом. При-
мером такой реакции может служить ингибирование фруктозо-1,6-дифосфа-
тазы AMP. Этот тип ингибирования имеет много общего с действием мульти-
субстратных ферментов. Примером бесконкурентного ингибирования односуб-
стратного фермента, который встречается довольно редко, является ингибиро-
вание щелочной фосфатазы L-фенилаланином [Ghosh N. К-, Fishman W. H.,
J. biol. Chem., 241, 2516 (1966)]. Этот фермент состоит из двух идентичных
субъединиц, и фенилаланин предположительно связывается с одним центром,

а субстрат — с другим.

иная картина:

.,

S,
ES

*cat

(3.33)

Для частного случая механизма Михаэлиса — Ментен, когда
константы диссоциации для высвобождения субстрата из комп-
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лексов EIS и ES одинаковы (т. е. К1Л = К'1А), но комплекс ESI
нереакционноспособен (т. е. /г' = 0),

0 = * c Y i i + 7 " 1 7 - (з-з4>
Это случай неконкурентного ингибирования: в присутствии

ингибитора константа Км не изменяется, a &Cat уменьшается в
(1 + [ I ] / ^ i ) раз. В более общем случае константы диссоциации

для высвобождения S из комплексов EIS и ES различаются. Это
приводит к тому, что в присутствии ингибитора меняются оба
параметра (Км и feCat), и такое ингибирование называют сме-
шанным. чИнгибирование, при котором I связывается ES и не
связывается Е, получило название бесконкурентного.

Д. Непродуктивное связывание

Известны случаи, когда наряду с продуктивным связыванием
происходит связывание субстрата с активным центром фермента
таким образом, что образуется неактивный комплекс. Подобные
случаи носят название непродуктивного связывания.

К v / E S *• ЕР

Е(( (3.35)

*sV* ES'

Влияние непродуктивного связывания на механизм Михаэ-
лиса — Ментен проявляется в уменьшении обоих параметров,
fecat и /См. Параметр kcat уменьшается из-за того, что при
насыщении продуктивно связывается только часть субстрата. Км
становится меньше Ks, поскольку наличие дополнительных ва-
риантов связывания должно приводить к более прочному свя-
зыванию.

Решая уравнение (3.35) обычным способом, получаем

Из сопоставления уравнений (3.36) и уравнения Михаэлиса —
Ментен получаем

fecat = *2/(l + tfs/*s) (3.37)

*M = *S/(1 + *S/*S)- (3.38)

Следует отметить, что

(3.39)
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Другими словами, на отношение kcat/Km не влияет наличие
дополнительного способа связывания, поскольку kCai и Km из-
меняются симбатно. Так, например, если непродуктивно связы-
вающий центр связывает субстрат в 1000 раз прочнее, чем про-
дуктивно связывающий, то Km будет в 1000 раз меньше Ks,
однако, поскольку из тысячи молекул продуктивно связывается
только одна, &cat будет в 1000 раз меньше, чем k2 (строго
говоря, в 1001 раз).

Е. KJKM= k2/Ks

Уравнение (3.39) для непродуктивного связывания носит до-
вольно общий характер. Оно применимо не только к случаям
непродуктивного связывания, но и к реакциям, в ходе которых
образуются промежуточные соединения. Например, если для
катализируемого химотрипсином гидролиза эфиров [схема
(3.19)], при котором происходит накопление ацилфермента,
взять отношение выражений (3.21) и (3.22), мы получим равен-
ство kcat/KM. = k2/Ks. Очевидно, это соотношение не выполня-
ется для механизма Бриггса — Холдейна, когда фермент-суб-
стратный комплекс не находится в термодинамическом равнове-
сии со свободным ферментом и субстратами. Следует иметь в
виду, что если имеется несколько фермент-содержащих проме-
жуточных соединений, находящихся по отношению друг к другу
в состоянии быстро устанавливающегося равновесия, как в
схеме (3.16), Km может оказаться сложной функцией многих
компонент. В этом случае в параметр kCat/Km вносят вклад все
фермент-содержащие соединения.

Ж. Конкурирующие субстраты

1. Другая форма записи уравнения
Михаэлиса — Ментен

Предположим, что за активный центр фермента конкурируют
два субстрата:

(3.40)

Скорости реакций можно получить с помощью обычных методов
стационарной кинетики или из уравнения Михаэлиса — Ментен.
Однако если нас интересует отношение скоростей, то можно
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воспользоваться следующим простым приемом. Подставив
(3.24) в уравнение Михаэлиса — Ментен (3.1), получаем

°-(*c.t/*M)[E][S], (3.41)

где [Е] — концентрация свободного фермента. Ценность этого
уравнения состоит в том, что в него вместо [Е]о входит [Е].
Оно позволяет прямо получить ряд важных соотношений.

2. Специфичность ферментов по отношению
к конкурирующим субстратам

Если за фермент конкурируют два субстрата, А и В, то,
поскольку

d [A]/dt = vA = (ft c a t /tf M ) A [E] [A] (3.42)

vB = (* c a t /t f M ) B [E] [B], (3.43)

(3.44)

Отсюда следует важный вывод: специфичность, т. е. выбор
ферментом только одного из двух конкурирующих субстратов,
определяется отношением kcat/KiA, а не параметром /См как
таковым. Поскольку йса^Лм не зависит от непродуктивного
связывания или накопления промежуточных соединений, эти
факторы не влияют на специфичность (гл. 11).

3. Обратимость: уравнение Холдейна [10]

1. Равновесие в растворе

S =*=* Р, (3.45)

/Ceq = [P]/[S] = ftf/*r (3.46)

Фермент не может изменить константу равновесия для взаи-
мопревращений свободных субстрата и фермента в растворе. Это
означает, что величины kcat/Кгл для прямой и обратной реакций
связаны определенным соотношением. В частности, в равнове-
сии, когда скорости образования Р и S равны, (3.44) дает

(*cat/*M)s [Е] [S] = (*м 1/Км) [Е] [Р], (3.47)
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так что

(3.48)

Выведенное соотношение известно как уравнение Холдейна, ко-
торое этот ученый получил в 1930 г.

2. Равновесие на поверхности молекулы фермента
Уравнение Холдейна не связывает константу равновесия для

реакции взаимопревращения ES и ЕР с константой равновесия
процесса S + t P в растворе. Константы равновесия для процес-
сов, протекающих с участием связанных с ферментом реаген-
тов, часто весьма существенно отличаются от констант равно-
весия реакций между теми же реагентами в растворе. Обуслов-
лено это несколькими причинами:

1. «Напряжение». Геометрия активного центра может быть
такова, что, например, Р связывается более прочно, чем S. Для
Р положение равновесия на поверхности фермента будет бо-
лее благоприятным, чем в растворе.

2. «Непродуктивное связывание». Если существуют иные,
отличные от каталитически продуктивного способы связывания
субстрата S ферментом, то положение равновесия будет бла-
гоприятствовать образованию ES.

3. «Энтропия». В том случае, когда «Р» представлен моле-
кулами двух видов, т. е.

S ч=* Р + Р', (3.49)

константа равновесия для раствора содержит член, отражаю-
щий выигрыш в энтропии при образовании двух молекул из
одной. Однако если с поверхностью фермента связываются как
Р, так и Р', т. е.

ES *=£ ЕРР', (3.50)

то соответствующая константа равновесия этого энтропийного
члена содержать не будет.

Пример сильного различия между константами равновесия
для раствора и при связывании субстрата с поверхностью фер-
мента приведен в гл. 7, разд. Д. Константа равновесия для
реакции гидролиза, когда АТР находится в равновесии с АДР и
ортофосфатом на поверхности молекулы миозина (Si), равна
лишь 9, в то время как для раствора константа равновесия
составляет 105—106.

И. Невыполнимость уравнения Михаэлиса — Ментен
Помимо таких тривиальных причин, как невозможность про-

вести измерение начальной скорости реакции, применимость
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уравнения Михаэлиса — Ментен ограничена еще двумя основ-
ными факторами.

Первый из них — ингибирование избытком субстрата. При
связывании с ферментом второй молекулы субстрата образуется
каталитически неактивный комплекс ES2. Если для простого
механизма Михаэлиса — Ментен вторую константу диссоциации
обозначить через /Cs , мы получим

При низких концентрациях S уравнение скорости, как обыч-
но, имеет вид v =[E]o[S]kCat/Ks- Однако по мере увеличения
[S] v достигает максимального значения и затем начинает па-

дать.
Второй фактор — активация избытком субстрата: образую-

щийся комплекс ES2 более активен, чем ES.

К. Мультисубстратные системы

До сих пор мы рассматривали ферменты, которые взаимо-
действуют только с одним субстратом. Однако большинство
ферментов связывают два субстрата. Так, например, дегидроге-
назы связывают NAD+ и субстрат, который должен быть окис-
лен. Многие положения, справедливые для односубстратных си-
стем, применимы и к мультисубстратным системам. Однако
найти общее решение уравнений для таких случаев довольно
сложно, и эта задача выходит за рамки данной монографии.
Недавно вышли четыре книги, почти целиком посвященные де-
тальному анализу стационарной кинетики мультисубстратных
систем; к этим книгам мы и отсылаем заинтересованного чита-
теля [11 —14]. Весьма полезно ознакомиться также с превос-
ходными краткими обзорами Клеланда [15] и Диила [16].

Для нас же наибольший интерес представляет тот факт, что
большинство реакций подчиняется кинетике Михаэлиса — Мен-
тен при такой постановке опыта, когда концентрация одного
субстрата поддерживается постоянной, а концентрация другого
меняется. Более того, на практике обычно встречается весьма
ограниченный набор механизмов. Ниже мы только перечислим
некоторые из них (самые распространенные) и приведем основ-
ные термины.

Реакции, в которых все субстраты связываются ферментом
до того, как образуется первый продукт, называются последо-
вательными. Если один или несколько продуктов высвобожда-
ются до присоединения всех субстратов, такой механизм назы-
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вается механизмом типа пинг-понг. Последовательные механиз-
мы называют упорядоченными, если связывание субстратов и
высвобождение продуктов происходят в строго определенном
порядке. Если же этот порядок отсутствует, то механизм назы-
вают неупорядоченным. Термин быстро устанавливающееся
равновесие используют в тех случаях, когда химические стадии
являются более медленными, чем стадии связывания реагентов.
Ниже приведено несколько примеров рассмотренных механиз-
мов.

1. Неупорядоченный последовательный механизм
ЕА

к// \\в

Е ( \ ) / Е А В ~ * ( 3 ' 5 2 )

в \ \ / / А

ЕВ

Комплекс ЕАВ называют тройным, или центральным.

2. Упорядоченный механизм

Е ц=£ ЕА +=£ ЕАВ —>- (3.53)

Упорядоченные механизмы часто имеют место в реакциях,
катализируемых ЫАО+-зависимыми дегидрогеназами, причем
первым связывается кофермент. Это можно объяснить тем, что
связывание динуклеотида вызывает конформационное измене-
ние, увеличивающее сродство фермента к другому субстрату
(гл. 12).

3. Механизм Теорелла — Чанса
Примером упорядоченного механизма является механизм

Теорелла — Чанса, когда в ходе реакции не происходит накопле-
ния тройного комплекса (как это установлено в случае алко-
гольдегидрогеназы из печени лошади):

В Р

ЕА - ^ ^ - > EQ. (3.54)

(Для реакции, катализируемой алкогольдегидрогеназои печени,
Р — это ацетальдегид, Q — NADH.)

4. Механизм типа пинг-понг (механизм с замещением
фермента, или механизм двухтактного замещения)
Реакции, в которой фермент взаимодействует с одним суб-

стратом с образованием химически модифицированного фер-
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мента и высвобождением одного продукта, а затем вновь реаги-
рует со вторым субстратом:

Е + А =*=£ Е-А Ч=^ Е—P + Q, (3.55)
Е—Р + Е ?=ь Е—Р-В —> Е+Р—В, (3.56)

соответствует характерное семейство прямых на графике Лай-
нуивера — Бэрка (рис. 3.6).

f/v

/ \Уееличение[в]

I/ISJ

Рис. 3.6. Параллельные прямые на графике двойных обратных координат,
характерные для механизма типа пинг-понг. При увеличении концентрации
второго субстрата в указанной последовательности Vmsx возрастает, как и
Км для первого субстрата. Параметр Vmax/Км — величина, обратная тангенсу

наклона прямых, — остается постоянной.

Примером реакции, протекающей по механизму типа пинг-
понг, является реакция, катализируемая переносящим фосфат
ферментом (например, фосфоглицеромутазой), который фосфо-
рилируется одним субстратом с образованием фосфорилфер-
мента (Е—Р), а затем переносит фосфорильную группу на вто-
рой субстрат:

Е—N +

Е—N • ROPO^" Е—N—

R'OH

E-N + (3.57)

В реакции (3.57) в случае фосфоглицеромутазы N представляет
собой имидазол боковой цепи остатка гистидина (гл. 12,
разд. Ж,3). Другой пример — перенос ацильной группы от аце-
тилкофермента А на сульфанилимид или другие амины, катали-
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зируемый ацетил-СоА: ариламин—ацетилтрансферазой
Е—SH + CH3COSCoA з = *

RNH2

*=* Е—SH-CH3COSCoA ^-> Е—S—СОСНз - ^ — > Е—SH + RNHCOCH3.

HSCoA (3.58)

В ходе этой реакции почти наверняка образуется ацилтиофер-
мент, в котором ацилируется сульфгидрильная группа остатка
цистеина 117].

Во многих отношениях кинетика реакций, протекающих по
механизму типа пинг-понг, является наиболее информативной (в
отношении механизма реакции), поскольку в этом случае мы
получаем данные об образовании промежуточного соединения с
ковалентными связями. Тот факт, что реакция подчиняется ки-
нетике, характерной для механизма типа пинг-понг, часто ис-
пользуется как доказательство образования подобного проме-
жуточного соединения, но, поскольку характерные семейства
параллельных прямых на графике двойных обратных координат
(рис. 3.6) могут дать и другие кинетические механизмы, к этому
утверждению всегда следует относиться с осторожностью.

Данные стационарной кинетики могут использоваться для
дифференциации рассмотренных выше механизмов. При со-
ответствующих условиях они позволяют определить порядок
присоединения субстратов и высвобождения продуктов. В связи
с этим используемый в стационарной кинетике термин «меха-
низм» часто обозначает просто последовательность присоедине-
ния субстратов и высвобождения продуктов.
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4 Глава

ИЗМЕРЕНИЕ КОНСТАНТ СКОРОСТИ
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ
И ПОРЯДОК ИХ ВЕЛИЧИН

Часть 1. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ:
КИНЕТИКА ПЕРЕХОДНЫХ
ПРОЦЕССОВ

Кинетические исследования ферментативных реакций, проте-
кающих в стационарных условиях, обычно позволяют опреде-
лить только два параметра: константу Михаэлиса Км, которая
может быть равна константе диссоциации фермент-субстратного
комплекса, и kcat, в одних случаях представляющую собой
микроскопическую константу скорости, а в других — комбина-
цию констант скорости для нескольких стадий. В распоряжении
исследователя имеется ряд приемов, которые при случае можно
использовать для выявления промежуточных соединений и даже
для измерения индивидуальных констант скорости, однако это
удается сделать далеко не всегда и зависит от механизма реак-
ции. (Несколько примеров такого рода будут рассмотрены в
гл. 7.) Чтобы найти константы скорости отдельных стадий и
обнаружить «короткоживущие» промежуточные соединения,
необходимо измерить скорость приближения системы к стацио-
нарному состоянию. Индивидуальные константы скорости могут
быть измерены за промежуток времени, в течение которого
устанавливается это состояние.

Поскольку значения ftcat лежат в интервале 1—107 с-1, изме-
рения следует проводить за время от 1 до 10~7 с. Для этого
требуется либо аппаратура для быстрого смешивания и после-
дующего наблюдения за ферментом и субстратом, либо особые,
совершенно новые методы. Кроме того, поскольку наблюдаемые
события происходят на самом ферменте, этот фермент должен
присутствовать в количествах, сравнимых с количеством суб-
страта. Создание приборов для исследования быстрых реакциий и
разработка методов выделения больших количеств белка в чи-
стом виде произвели настоящую революцию в ферментативной
кинетике.

Ниже мы рассмотрим два метода исследования быстрых ре-
акций. Первый из них — метод быстрого смешивания реагентов,
который позволяет смешать два раствора за доли миллисекун-
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ды, в то время как число оборотов большинства ферментов
составляет —1000 с - 1. Второй — метод релаксационной кине-
тики. Проблема мертвого времени, связанного со смешиванием
реагентов, здесь отсутствует благодаря использованию предва-
рительно смешанных растворов.

А. Методы быстрого смешивания реагентов
и быстрого «замораживания» реакции

1. Метод непрерывной струи

В 1923 г. Хартридж и Роутон при исследовании присоедине-
ния лигандов к дезоксигемоглобину применили метод непре-
рывной струи [1]. Принцип этого метода иллюстрирует рис. 4.1.
Два шприца соединены через сместитель с реакционной трубкой.

Смеситель t=l/x

Скорость струн
— л;лс"'

^Субстрат

Рис. 4.1. Схема устройства, используемого в методе непрерывной струи.

Один шприц заполняется раствором фермента, другой — рас-
твором субстрата; оба раствора продавливаются с постоянной
скоростью и тщательно перемешиваются в смесителе, а затем
поступают в трубку и «старятся». При постоянной скорости
струи «возраст» раствора прямо пропорционален пути, пройден-
ному им в трубке, и скорости струи. Например, если скорость
струи равна 10 м-с-1, то на расстоянии 1 см от смесителя «воз-
раст» раствора будет равен 1 мс, на расстоянии 10 см — 10 мс и
т. д. Скорость протекания струи следует поддерживать выше
критической, чтобы гарантировать турбулентность потока. Ниже
этого критического значения, равного для трубки диаметром
1 мм приблизительно 2 м-с~', поток может стать ламинарным и
жидкость в центре трубки будет течь быстрее, чем у стенки. Тем
самым устанавливается верхний временной предел для трубки
данной длины.

2. Метод остановленной струи

Этот метод был разработан в 1934 г. Роутоном [2] и значи-
тельно усовершенствован шестью годами позже Чансом [3].
Лежащий в его основе принцип иллюстрирует рис. 4.2 [4].
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В отличие от описанного выше метода непрерывной струи здесь
поршни обоих шприцев объемом по 50—200 мкл каждый быстро
приводятся в движение и затем механически останавливаются.
Предположим, что мы наблюдаем за точкой, находящейся от
смесителя на расстоянии 1 см. Если скорость струи равна
10м-с"1, то за время существования непрерывного потока «воз-
раст» раствора в этой точке будет равен 1 мс. После остановки
струи происходит старение раствора и детектор регистрирует

Монохроматор

Смеситель
Микровыключатель

Осциллограф

Рис. 4.2. Схема устройства, используемого в методе остановленной струи.

события, совершающиеся по прошествии 1 мс. Возраст раствора
в момент начала регистрации называется мертвым временем
прибора.

Метод остановленной струи является рутинным лаборатор-
ным методом, тогда как метод непрерывной струи используется
только в особых случаях. Для проведения всего цикла измерений
с помощью метода остановленной струи достаточно 100—
400 мкл раствора, при этом мертвое время составляет около
0,5 мс, а время регистрации может достигать нескольких минут
(при наличии соответствующей аппаратуры). Применение мето-
да непрерывной струи требует очень больших объемов, а реги-
страция должна проводиться только в течение ~ 100 мс, по-
скольку работать с более длинными трубками очень сложно.
Дополнительные трудности связаны с тем, что сканирование
должно проводиться по всей длине трубки.

Помимо проблем чисто технического плана, это ставит ряд
принципиальных вопросов, в частности увеличение систематиче-
ской ошибки в связи с неоднородностью размеров трубки и
несовершенством ее термостатирования. Зато метод непрерыв-
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ной струи имеет меньшее мертвое время — всего 100—200 мкс,
поскольку отсутствуют трудности, связанные с механической
остановкой струи; остановка происходит за доли миллисекунды
и может привести к возникновению ударных волн, если осуще-
ствляется слишком резко. Второе преимущество данного метода
состоит в том, что можно использовать инерционные детекторы,
так как в каждой данной точке трубки возраст раствора посто-
янен. Этот фактор играл особенно большую роль в эксперимен-
тах Хартриджа и Роутона, которые использовали в качестве
детектора ручной спектроскоп!

3. Метод быстрого «замораживания» струи

Чтобы не пользоваться для регистрации фотоумножителями
или другими детекторами, растворы можно «заморозить» (на-

„Замораживающий "
реагент ч

Переходные
краны для
заполнения Переходные краныL - J i ^ r для промывания

шприцов
Первый

смеситель

Второй
смеситель

К коллектору

Рис. 4.3. Схема устройства, используемого в методе «замороженной» струи.

пример, добавив трихлоруксусную кислоту) и анализировать
продукты реакции хроматографическими или какими-либо ины-
ми методами.
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а. «Замороженная» струя

В простейшем варианте этот метод состоит в том, что конец
реакционной трубки, используемой в методе непрерывной струи,
погружают в сосуд с кислотой. Несколько более усовершенство-
ванный вариант изображен на рис. 4.3. В этой установке имеется

Плунжер А

Переходные краны
для заполнения

шприцов

Первый
смеситель

г
Трибка \К коллектору

для инкубации

Рис. 4.4. Схема устройства, используемого в импульсном методе «заморожен-
ной» струи.

шприц с кислотой, которая смешивается с растворами реагентов
во втором смесителе. Мертвое время устройства может состав-
лять всего 4—5 мс. Однако максимальное время измерения при
использовании малых объемов реагентов составляет около
100—150 мс; для его увеличения необходимы очень длинные
реакционные трубки.

б. Импульсный метод замороженной струи

Временной интервал, в течение которого можно проводить
регистрацию методом замороженной струи, может быть расши-
рен с помощью приема, используемого в методе остановленной
струи 15]. Как видно из рис. 4.4, сначала фермент и субстрат
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смешивают и переводят в инкубационную трубку плунжером,
приводимым в движение сжатым воздухом, а затем по проше-
ствии некоторого времени (150 мс или больше) инкубируемую
смесь вместе с порцией дистиллированной воды переводят вто-
рым плунжером во второй смеситель, где и «замораживают».

Б. Релаксационные методы

1. Метод температурного скачка
Время перемешивания растворов налагает ограничения на

мертвое время струевых методов. Единственный способ увели-
чить временное разрешение состоит в том, чтобы исключить

Конечная
концентрация

ИШдная
концентрация j» j

/Релаксация к новому
I равновесию

•
1

Температурный скачок
на 5-Ю за 0,1-1мкв

Время

Рис. 4.5. Диаграмма, иллюстрирующая принцип метода температурного
скачка.

смешивание и, имея равновесную смесь уже инкубированных
реагентов, измерить каким-либо способом константы скорости.

Наиболее общий подход к этой проблеме состоит в исполь-
зовании релаксационного метода. Систему выводят из состояния
равновесия, а затем измеряют скорость установления нового
равновесия (релаксация). Например, в методе температурного
скачка [6] (рис. 4.5) раствор инкубируют в кювете спектрофо-
тометра или флуориметра, а затем менее чем за 1 мкс повышают
его температуру на 5—10° с помощью разряда конденсатора (в
самых последних установках за 10—100 не с помощью инфра-
красного лазера). Если при этом изменяется энтальпия системы,
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то смещается и положение равновесия. Переход системы к но-
вому равновесию характеризуется в общем случае набором вре-
мен релаксации т.

Ясно, что к системам, в которых протекают необратимые
химические процессы, этот метод не применим. Наиболее ценен
он для исследования простого связывания лигандов (например,
связывания NAD+ с дегидрогеназой, связывания ингибиторов)
или для исследования конформационных изменений в белке.
Предпринимались попытки объединить метод температурного
скачка с методом остановленной струи.

2. Ядерный магнитный резонанс [7—10]

Иногда с помощью ЯМР можно измерить константы скоро-
сти диссоциации комплексов между ферментом и ингибитором.
В сочетании с константами связывания для данной реакции
это позволяет получить константы скорости ассоциации.

В. Анализ предстационарной кинетики
и кинетики релаксационных процессов

В простых случаях дифференциальные уравнения для меня-
ющихся со временем переходных процессов решаются относи-
тельно просто. Однако важно понимать, почему данному случаю
соответствует именно данная форма решения. В настоящем раз-
деле мы сосредоточим наше внимание на интуитивном подходе к
решению этой проблемы. Понимание сути вещей поможет нам
избежать ошибок в алгебраических выкладках, а кроме того, мы
сможем находить решение для некоторых сложных кинетиче-
ских схем просто по виду этих схем.

1. Простые экспоненциальные функции

а. Необратимые реакции

Предположим, что соединение А превращается в В с кон-
стантой скорости первого порядка k\ и эта реакция идет до
конца:

А - ^ В. (4.1)

В таком случае

- ^ - - * , [ А ] (4.2)
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Интегрирование уравнения (4.2) дает

[A]oexp(-V).

где [А] о — начальная концентрация А. Поскольку

то

(4.3)

(4.4)

(4.5)

Как [А], так и [В] являются простыми экспоненциальными
функциями.

Заметим, что время полупревращения ti/, для реакции, в
которой [А] = [В] = [А] 0/2, задается уравнением

ехр (— kit) — -z-,

т. е.

М/2!
0,6931

= 0,6931т.

(4.6)

(4.7)

б. Метод начальных скоростей

Рассматривая более сложные примеры, мы воспользуемся
методом начальных скоростей, чтобы проиллюстрировать физи-
ческий смысл некоторых выражений. Этот метод часто применя-
ется при изучении процессов, слишком медленных, чтобы ис-
пользовать полное время реакции, а также в том случае, когда в
системе протекают побочные реакции.

Начальная скорость v0 реакции (4.1) равна

»о = М А ] о - (4.8)
Константа k\ определяется путем деления v0 на ожидаемое
изменение' концентрации реагента, следовательно,

f = t>0/A [ А ] о . (4.9)

в. Обратимые реакции

В этом случае А превращается в В не полностью, а концент-
рация А достигает равновесного значения.

А 4 ^ в. (4.10)

1 При полном завершении реакции. — Прим. ред.
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Для данной реакции

Л, [А]

(4.11)

(4.12)

Подставляя выражение для [В] из уравнения (4.4), получаем
d[A]

dt ftr([A]0-[AJ) (4.13)

Это уравнение можно проинтегрировать, разделив переменные и
умножив каждую его часть на экспоненциальный множитель.

d [A]
— " п ~ — I " fA] (ft, •+• к'Л = ftr [А]д, (4.14)

d [A]

Отсюда

± {[A] exp (ft, + ftr) t} = ftr [A]o exp (ft, + Ar) t.

После интегрирования получаем

К
[A] exp (ft, + ftr) t = fe +

r

f e [A] exp (ft, + ftr) / + const. (4.16)

Используя начальные условия, состоящие в том, что при / = О
LA] = [А] о, а при t = оо равновесная концентрация A, (A]eq,
есть

[A]e q = [A]oftr/(ftf + ftr), (4.17)

из уравнений (4.4) и (4.11) получаем решение

[А]» exp t " (4.18)

Выражение (4.18) для изменения во времени концентрации реа-
гента А можно разделить на различные множители. Первый из
них — экспоненциальный член, который содержит константу
скорости, или — в терминах релаксационной кинетики — вели-
чину, обратную времени релаксации 1/т, равную

1/т - ft, + kr, (4.19)

а второй — амплитудный фактор

(4.20)
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Для обратной реакции, т. е. для реакции, в которой исход-
ным веществом является В, а не А, можно записать

^ехр <~ (*' + *Л *> + k& ( 4 - 2 1 )
Время релаксации для этого выражения такое же, как и для

уравнения (4.18), но амплитудный множитель иной.
Первый важный момент, который необходимо отметить, со-

стоит в том, что константа скорости для процесса приближения к
равновесию больше каждой из индивидуальных констант ско-
рости, kf и kT, и равна их сумме. Это легко понять, если проана-
лизировать выражение для начальных скоростей. Начальная
скорость в случае обратимой реакции (4.10) такая же, как и в
случае необратимой (4.1), однако глубина последней реакции не
столь велика, как первой. Например, до заметного накопления
продукта В в системе будет присутствовать только реагент А,
следовательно, уравнение

vo = *f tA]0

останется в силе.
Однако суммарное изменение [А] определяется теперь урав-

нением
A[A]0 = [A]0-[A]eq. (4.22)

Подстановка выражения (4.17) дает
Л [А]0 = [А]0 *,/(*,+ *г), (4.23)

откуда
1/т-0о/Д[А]0-*, + *,. (4.24)

Второй момент состоит в том, что константы k\ и kT нельзя
определить, не зная амплитудный множитель.

Симметричность выражения для времени релаксации отно-
сительно констант скорости прямой и обратной реакций встре-
чается во многих случаях, и, как правило, константы скорости
мономолекулярных реакций нельзя рассчитать, не определив
предварительно равновесные концентрации А и В. Позже мы
увидим, что если реакция вследствие присутствия второго реа-
гента является не мономолекулярной, а псевдомономолекуляр-
ной, то время релаксации будет зависеть от концентрации, что
позволит устранить указанную выше трудность.

2. Связывание субстрата с ферментом

E + S 3=* ES. (4.25)

Если [S] ?̂> [Е], то имеет место реакция первого порядка,
поскольку [S] меняется лишь незначительно. Если константу
скорости второго порядка для связывания фермента с субстра-
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том обозначить через kon, а константу скорости для диссоциа-
ции образующегося комплекса — через &Off, то уравнение (4.25)
можно записать в более компактной форме:

(4.26)

Исходя из уравнения (4.19), получаем время релаксации для
этой реакции:

(4.27)

Следует отметить два момента: а) когда константы скорости
являются лсевдо'мономолекулярными, время релаксации зави-
сит от концентрации, так что коп и kou можно определить, не

to
[Тирозин], мкМ

15 20

Рис. 4.6. Связывание тирозина тирозил-т-РНК—синтетазой из В. stearother-
mophilus [Fersht A. R., Mulvey R. S., Koch G. L. E., Biochemistry, 14,13 (1975)].

зная амплитудного множителя; б) существует нижний предел
для 1/т: эта величина не может быть меньше &Oft. Это налагает
определенные ограничения на значения констант, которые мож-
но измерить. С помощью чувствительного спектрофотометра,
применяемого для регистрации в методе остановленной струи,
можно измерить только константы скорости, не превышающие
1000 с~', а константы скорости диссоциации многих фермент-
субстратных комплексов имеют более высокие значения.
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Рассмотрим пример, приведенный на рис. 4.6. Константа
скорости диссоциации комплекса тирозина с тирозил-тРНК —
синтетазой невелика, а потому константы скорости ассоциации
и диссоциации удается измерить методом остановленной струи.
(Отметим, что иногда двухстадийный процесс можно ошибочно
принять за рассмотренную выше одностадийную реакцию;
см.разд. 6.)

В тех случаях, когда субстрат в фермент-субстратном комп-
лексе не претерпевает химического превращения (например, в
отсутствие косубстрата в мультисубстратной реакции) или ко-
гда речь идет о связывании ингибитора, метод температурного
скачка является наиболее ценным методом определения кон-
стант скорости связывания лиганда.

3. Последовательные реакции

а. Необратимые реакции

Простейший случай последовательных реакций изображен
на следующей схеме:

А - ^ > В - X С. (4.28)

Используя уравнения материального баланса и способы ин-
тегрирования, примененные выше, нетрудно получить уравнения
для изменения концентраций А, В и С во времени:

[А]=-[А] 0 «р(-*,0.

[B] = [А]о *' (ехр ( - Ы) - ехр ( -
«2 — «1

[C] = [A]0[l + ki!_k2 {h ехр ( - kit) - k, ехр (

(4.29)

В — промежуточное соединение, которое образуется и затем ис-
чезает. Если k\~5>k2, то оно образуется с константой скорости k\,
а затем медленно распадается с константой скорости k2. Если же
&2»&ь то В достигает стационарного уровня с константой ско-
рости ki и медленно распадается с константой скорости k\. Па-
радокс состоит в том, что промежуточное соединение кажется
образующимся с константой скорости его распада и распадаю-
щимся с константой скорости его образования. Это легко понять,
проанализировав выражение для начальной скорости. При
&i<C&2 концентрация соединения В достигает стационарного
значения:

i i B l = o = fe1[A]-A2[B]. (4.30)
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Стационарная концентрация В дается уравнением

[ B ] S S ~ A [ A ] O (т. е. <[А]0) (4.31)

и
£>0 = fc,[A]0. (4.32)

Отсюда
l/x = y o/[B] s s = fe2. (4.33)

В последнем случае, когда k2 > k\, концентрация В очень
низка, а в первом, при k\ > k2, В накапливается. Эти два случая
можно дифференцировать, варьируя 1В].

1,0к

0,8

0,6

0,4

0,2

О а о
Время, с

А и
Рис. 4.7. Временные зависимости концентраций реагентов А, В и С для реак-
ции А->-В-*С [уравнение (4.28)]. A. k, = 10 с"1, h= 1 с-1. Б. ft, = 1 с-',
й2 = Ю с~*. Заметим, что а) ход кривых для [С] в обоих случаях одинаков;
б) кривые для [В] имеют одинаковую форму и различаются только амплиту-
дой; в) концентрация вещества А в первом случае уменьшается в 10 раз
быстрее, чем во втором. Таким образом, если не измерять концентрацию А,
то различить эти два случая только на основании определения констант ско-

рости нельзя.

Подобная ситуация иногда возникает в экспериментах по
ренатурации белка, когда за кинетикой процесса следят по
изменению его флуоресценции. При таких условиях выявить
двухфазную кинетику нельзя, если только не известен квантовый
выход образования промежуточного соединения, позволяющий
определить его абсолютную концентрацию.

Пример применения рассмотренных выше уравнений приве-
ден в гл. 7, разд. Г. Аминоацил-тРНК—синтетаза, специфиче-
ски этерифицирующая молекулу тРНК, которая присоединяет
валин, «исправляет» ошибку, в результате которой образуется
аминоациладенилат с треонином, по следующей схеме:

E.Thr ~ АМР.тРНК
Перенос

AMP

E.Thr-тРНК
Гидролиз

» Е + Thr + тРНК.

(4.34)
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Как будет показано, скорость исчезновения E.Thr~ АМР.тРНК
можно прямо измерить по скорости образования AMP, концент-
рация промежуточного соединения ЕЛЪг.тРНК определяется
непосредственно, а вторая стадия (гидролиз) исследуется неза-
висимо, путем выделения неправильно этерифицированной
тРНК и добавления ее к ферменту.

б. Квазиобратимые реакции: стационарное состояние

Более общим случаем ферментативной реакции является
процесс, протекающий согласно следующей схеме:

Е *• E S ' *• Е. (4.35)
+ +
P. Pa

Например, химотрипсин реагирует с п-нитрофенилацетатом
(AcONp) в соответствии с вышеприведенной схемой (когда для
первой стадии [AcONp] <C/(s) с образованием промежуточного
соединения ацилфермента (ЕАс):

ft, [AcONp] Н 2 О
Е — ^ > ЕАс - ^ > Е (4.36)

HONp AcOH

(для этой стадии k\ = )
Поскольку ацилфермент постоянно образуется и распадает-

ся, его концентрация является стационарной (при условии, что
[AcONp] S> [E]). Стационарная концентрация ацилфермента
задается уравнением

•± [ЕАс] = 0 = Л, [AcONp] [E] - k2 [EAc] s s. (4.37)

Далее, поскольку
[Е] + [ЕАс] = [Е]о, (4.38)

О = ft, [AcONp] ([E]o - [ЕАс]) - k2 [ЕАс] (4.39)

_ ft, [AcONp] IE]. , 4 4 m

LbAcj s s - k2 + ki [ A c 0 N p ] • ^ - 4 U ^

Воспользовавшись уравнением начальной скорости
о 0 - f t , [E]o [AcONp], (4.41)

получаем
I/T = 0 O / [ E A C ] S S = (4.42)

- * 2 +ft, [AcONp]. (4.43)

Точно так же, как в случае обратимых реакций, промежу-
точное соединение образуется с константой скорости, которая
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больше константы скорости превращения предшествующего
промежуточного соединения.

Аналитическое выражение для накопления во времени HONp
имеет вид

[HONp] = [Е]о (у^~) ( т ^ Т ^ 1 ~ е х р [~ (*i + **)']} + v ) . (4-44)

где £, = £, [AcONp]. Если стадия ацилирования протекает в
условиях насыщения, то k\ = keat [S]/(/CM + [S]V

В уравнении (4.44) имеется экспоненциальный член, стано-
вящийся пренебрежимо малым при /^,5т, и линейный, дающий
в.конце концов основной вклад в iHONp].

в. Последовательные обратимые реакции

Нахождение общего решения для этого случая мы отложим
до разд. 6. Здесь же рассмотрим ситуацию, когда одна из ста-
дий протекает гораздо быстрее другой. При таких условиях
времена релаксации для двух стадий существенно различают-
ся и не налагаются друг на друга.

1. Быстрой является первая стадия (предравновесие)
* i [ S ] кг

Е *П? E S ^ Г E S ' (4-45)
Этот случай легко проанализировать, имея в виду два обсто-

ятельства: а) должны существовать два времени релаксации —
по числу стадий; б) поскольку скорости этих стадий существен-
но различаются, каждую из них можно рассматривать отдель-
но.

Первое время релаксации относится к стадии связывания.
Оно задается уравнением, аналогичным уравнению (4.27):

(4.46)

Второе время релаксации относится к медленной стадии. Она
представляет собой обратимую реакцию, и по аналогии с урав-
нением (4.19) величина, обратная времени релаксации, пред-
ставляет собой сумму констант скорости прямой и обратной
реакций. Однако эффективная константа скорости прямой реак-
ции равна k2, умноженной на долю фермента, находящегося в
форме ES, т. е.

1/т2 = k-2 + MS] (4.47)
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где
tfs = *_i/*i. (4.48)

2. Быстрой является вторая стадия. Приведенная выше ре-
акция может служить примером индуцируемого субстратом
конформационного изменения фермента (где ES' — просто дру-
гое конформационное состояние) или примером накопления
промежуточного соединения в ходе реакции. Следующая реак-
ция дает пример смещения равновесия между двумя конформа-
ционными состояниями фермента, вызванного связыванием суб-
страта только одной из этих форм:

ES. (4.49)

Такой механизм имеет место при связывании лигандов с
химотрипсином; этот фермент находится в двух конформацион-
ных состояниях, но ароматические субстраты связывает только
одна из форм. Можно показать (разд. 6), что

(4.50)

Рассматриваемую ситуацию можно отличить от случая, ког-
да быстрой является первая стадия, поскольку 1 /тг уменьшается
с увеличением [S]. Это легко понять, проведя аналогию с необ-
ратимыми и обратимыми реакциями [уравнения (4.1) и (4.10)].
Ясно, что, когда концентрация S очень высока, реакция по
существу необратима, поскольку форма Е' полностью перево-
дится в форму ES и, следовательно, 1/т2 стремится к k\. Анало-
гичным образом, когда [S]-»-0, концентрация ES становится
очень малой и 1/T2-V&I + k-\. Следовательно, время релаксации
зависит от концентрации.

4. Параллельные реакции

О параллельных реакциях говорят в тех случаях, когда соеди-
нение одновременно участвует в двух или более реакциях. Такая
ситуация часто встречается в ферментативных реакциях, проте-
кающих с образованием активированного промежуточного со-
единения, способного реагировать с несколькими конкурирую-
щими акцепторами:

Ъ

А ( (4.51)

с
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Кинетические уравнения для этого случая легко решаются
путем интегрирования, однако весьма полезно получить их ре-
шения, исходя из интуитивных соображений. Очевидно, что
уменьшение концентрации вещества А определяется константой
скорости, являющейся суммой констант kB и kc, а скорость
образования соединений В и С пропорциональна отношению
соответствующей константы к сумме констант kB и kc. Поскольку
скорости образования В и С зависят от концентрации А, оба эти
соединения должны образовываться с константой скорости,
равной константе скорости их исчезновения. Следовательно,

[A] = [А] оехр[-(* в + * с)<], (4.52)

[ B ] = J ^ 5 - {1 - ехр [- (йв + kc) t]}, (4.53)
я в "•" кс
[А]„ kc

Ю - feB + kc ft ~ e x p [~ (feB + kc) *] }• (4-54)

Как и для обратимых реакций [уравнение (4.10)], время
релаксации представляет собой сумму времен релаксаций для
двух реакций.

Примеры параллельных реакций приведены в гл. 7 (атака
различными нуклеофилами ацилхимотрипсина, кинетика кото-
рой исследована в стационарных и предстационарных услови-
ях).

5. Вывод уравнений для метода температурного скачка

Рассмотрим в качестве иллюстрации связывание фермента с
субстратом, протекающее в одну стадию:

Е + S ч = ± ES. (4.55)

Предположим, что вследствие изменения температуры происхо-
дит смещение равновесия, так что

[E] = [E]eq + e, (4.56)

[S] = [S)eq + s, (4.57)

[ES] = [ES]eg + es, (4.58)

где lE]eq, [S] e q и [ES]eq — равновесные концентрации со-
ответствующих соединений при новой температуре.
d [ES]/d* = A, ([E] e q + в) ( [ S ] e q + s) - *_, ([ES] e q + e s ) = (4.59)

- kl Иеч [Sleq ~ *_, [ES]e(] + k{ ( [E]eq s + [S] e q e + в • s) - k^es. (4.60)

Уравнение (4.60) можно упростить. Первые два члена в правой
части взаимно уничтожаются, поскольку в равновесии они рав-
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ны. Кроме того, так как реагенты сохраняются, е = s = —es.
А поскольку концентрация [ES]eq постоянна, d[ES]/dtf =
= des/dt. Следовательно,

- des/dt = ft, ([Е] es + [S] es + e • s) + k_xes. (4.61)

Далее, если смещение равновесия невелико, членом второго по-
рядка малости, e-s, можно пренебречь. В таком случае уравне-
ние (4.61) удается проинтегрировать и найти время релаксации:

1 / T « * , ( [ E ] + [S] ) + *_,. (4.62)

Если равновесие смещается незначительно, то возвращение к
равновесию всегда является процессом первого порядка, даже
если концентрации реагентов близки.

6. Общее решение для двух последовательных
обратимых реакций

Рассмотрим две последовательные реакции:

А ч = * В * = * С (4.63)
к -1 в - 2

В этом случае необходимо решить систему линейных дифферен-
циальных уравнений, что даст два времени релаксации:

1/Т1 = '/2(Р + <7), (4-64)

1/т2 = '/г (р — я)< (4.65)
где

(4.66)
q = [р2 — 4 (k\ki -\- k—\k—i + k\k—г)\ •

Эти основные уравнения могут быть использованы во многих
случаях. Весьма полезно выразить константы скорости в виде
сумм и произведений времен релаксации:

l/Ti + 1/Tj = ki + k-i +k2 + k-2,
I/T1T2

(4.67)

(4.68)

Эти уравнения легко решаются, если имеется концентраци-
онная зависимость времени релаксации. Например, если реак-
ционная последовательность представляет собой ряд превраще-
ний псевдопервого порядка:

Е ^=L ES ф* ES', (4-69)
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то ki в уравнениях (4.67) и (4.68) можно заменить Ha£[[S].Кроме
того, по аналогии с уравнением (4.62) для метода температур-
ного скачка, константу k] при исследовании релаксации можно
заменить на £{([S] + [Е]).

Если одно из времен релаксации много больше другого,
уравнения (4.67) и (4.68) упрощаются. Например, если первая
стадия протекает гораздо быстрее, чем вторая, то в уравнении
(4.67) членами 1/х2 и (&2 + k-2) можно пренебречь. В этом слу-

чае Т2 определяется подстановкой (4.67) в (4.68). Для метода
температурного скачка получаем

1/T, = *[( [E] + [S] ) + £_,, (4.70)
l/r Ь I M [ E ] + [S])

1 / т 2 = * _ 2 + k i / k , + {[E] + l S ] y (4.71)

Аналогичные выкладки можно провести и для последовательно-
сти

k'2[S]
(4.72)

где первая стадия является медленной. В этом случае мы полу-
чаем:

i h i = k_2 + k'2([E] + [S]), (4.73)

k_A(k_Jk'0) + [E'])

Отметим два важных с практической точки зрения момента.
Кинетические механизмы (4.69) и (4.72) можно различить, ис-
пользуя концентрационную зависимость 1/т2. Для механизма
(4.69) 1/тг при увеличении [S] возрастает, а для механизма
(4.72) — уменьшается. Однако в некоторых случаях провести
такую дифференциацию не удается. Например, если для меха-
низма (4.72) [Е']3>[Е], то быстро образуется какое-то количе-
ство ES' с временем релаксации %\, затем по мере превращения
Е в Е' скорость образования ES' замедлится и процесс будет
характеризоваться временем релаксации тг- Концентрационная
зависимость тг будет слабой, поскольку при [Е']!» [Е] fti»fe_i
(рис. 4.8). В этой ситуации механизм (4.72) можно ошибочно
принять за механизм (4.69), если в последнем количество обра-
зующегося ES' мало. Кроме того, при k-2~S>k2 концентрационная
зависимость 1/т2 для механизма (4.69) слабая. В обоих случаях
амплитуды изменений слишком малы, чтобы можно было точно
измерить константы скорости.
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Более общий случай, с трудом поддающийся анализу,— это
двухстадийное связывание субстрата ферментом [схема (4.69)]
при условии, что константа диссоциации для первой стадии,

50 100
[Профлавин], мкМ

Рис. 4.8. График, показывающий невозможность дифференциации механизмов
(4.69) и (4.72) с помощью уравнений (4.71) и (4.74). Приведена зависимость
константы скорости для связывания профлавина а-химотрипсином при рН 6,84
и 25 °С от концентрации профлавина. Реакция протекает согласно следую-
щему уравнению:

Б'" E'PF.
0,6с" PF

[Ferscht A. R., Requena Y., J. mol. Biol., 60, 279 (1971).] Константа скорости
уменьшается с увеличением концентрации профлавина в соответствии с урав-

нением (4.19), однако это уменьшение невелико — максимум на 19%.

k_l/k[, велика. Если измерения проводятся только в той области,
где k_ljk[ > ([Е] + [S]), то уравнение (4.71) сводится к виду1

1/т2 = *_,) ([Е] (4.75)

1 Уравнение (4.71) было выведено в предположении, что ft-i » кг. Если
сравнима с k-\, уравнение (4.75) преобразуется к виду
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Данное выражение имеет такой же вид, как и для случая
простого одностадийного связывания субстрата ферментом
[уравнение (4.62)], что может привести к ошибочным выводам.
В этом случае расчет константы скорости связывания дает
k[(k2/k_l), т. е. величину, меньшую истинной константы скоро-
сти k\. Занижение значений некоторых констант скорости

1 2 3
[£J+£SJ,MM

Рис. 4.9. Связывание лизоцима с (Ы-ацетилглюкозамином)г. Температуру рас-
твора, представляющего собой смесь фермента (0,03—0,2 мМ) и лиганда
(0,02—4,1 мМ), резко поднимали от 29 до 38°С (рН 6). Низкой концентрации
субстрата соответствует линейная часть кривой; получающаяся отсюда ка-
жущаяся константа скорости второго порядка для связывания равна
107 М~' с" 1. Однако измерения при более высоких концентрациях показы-
вают, что кривая выходит на плато; это означает, что процесс протекает в

две стадии.

(табл. 4.3), несомненно, обусловлено этим обстоятельством.
Измерения всегда следует проводить вплоть до высоких кон-
центраций субстратов, когда скорость реакции выходит на пре-
дельный уровень, предсказываемый уравнением (4.71) (рис. 4.9;
см. также рис. 7.10).

7. Экспериментальное исследование кинетики
переходных процессов

Ниже (гл. 7) мы рассмотрим ряд примеров успешного при-
менения исследования кинетики переходных процессов для вы-
яснения механизма ферментативных реакций, а пока кратко
обсудим стратегию и тактику, применяемую при постановке
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таких опытов. Во многих случаях, приступая к этим исследова-
ниям, экспериментатор имел перед собой четкую задачу, кото-
рую он хотел решить. В других случаях исследование проводи-
лось просто с целью накопления информации. Как бы то ни было,
всегда необходимы воображение и умение продумать и поста-
вить эксперимент. При этом весьма полезен следующий систе-
матический подход.

Анализ времени релаксации можно разделить на две основ-
ные части:

1. Следует отнести время релаксации к определенному фи-
зическому событию.

2. Это физическое событие необходимо «встроить» в общий
кинетический механизм изучаемого процесса.

Рассмотрим два примера. Первый пример — исследование
связывания лиганда ферментом в ходе некатализируемой реак-
ции. При этом могут произойти два физических события: связы-
вание и индуцируемое лигандом конформационное изменение
фермента. Чтобы установить число промежуточных стадий и
определить соответствующие им константы скорости, прежде
всего необходимо определить число времен релаксации и найти
их концентрационную зависимость. В идеальном случае число
времен релаксации будет равно числу стадий данной реакции.
Если найдено даже одно время релаксации и его концентраци-
онная зависимость нелинейна, это может означать, что процесс
протекает в две стадии [например, уравнения (4.71) и (4.74)].
Далее стоит воспользоваться несколькими физическими метода-
ми (например, исследовать флуоресценцию и поглощение ли-
ганда и белка), поскольку некоторые стадии могут быть выяв-
лены только с помощью одного из этих методов. В ходе
рассматриваемой реакции могут протекать и другие физические
процессы, например отдача или присоединение протона или из-
менение степени агрегации белка. В первом случае весьма поле-
зен еще один метод — измерение рН, для чего можно использо-
вать просто цветные индикаторы. Агрегация осложняет кинети-
ческие исследования, однако ее можно обнаружить и количе-
ственно охарактеризовать, что также даст дополнительную
информацию. Для исследования простых реакций релаксацион-
ные методы часто оказываются эффективнее струевых, посколь-
ку позволяют изучать более быстрые процессы. Однако иногда
метод остановленной струи более ценен, например, при исследо-
вании процессов, слишком медленных, чтобы применять метод
температурного скачка. Кроме того, некоторые эксперименты
(такие, как исследование влияния сильных изменений рН)
можно осуществить только в том случае, если использовать ме-
тоды, включающие быстрое смешивание реагентов (хотя неболь-
шого изменения рН можно добиться, применив метод темпера-
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турного скачка с использованием буфера, рКа которого зависит
от температуры).

Второй пример — исследование механизма действия фермен-
та в условиях протекания ферментативной реакции. Помимо
определения стадии связывания и выявления конформационных
изменений, в этой реакции необходимо исследовать стадии об-
разования и разрыва связей и идентифицировать промежуточ-
ные соединения. Химические процессы обычно лучше всего ис-
следовать методами, которые позволяют прямо измерить кон-
центрацию химических соединений, например методом останов-
ленной струи с регистрацией оптической плотности раствора и
методом замороженной струи. Иногда лучше воспользоваться
косвенными методами, например методом флуоресцентного ана-
лиза. Идеальной для исследования является такая ситуация,
когда промежуточное соединение накапливается и его можно
обнаружить и измерить концентрацию. Вообще для подтверж-
дения имеющихся данных и получения новых следует привле-
кать возможно большее число различных методов. Примеры
применения таких методов даны в гл. 7.

Г. Абсолютные концентрации ферментов
1. Титрование активных центров

и начальный «всплеск» концентрации продукта
Для расчета констант скорости из данных стационарной ки-

нетики и определения стехиометрии связывания необходимо
знать концентрацию активных центров ферментов. Рассчитать
эту величину исходя из молекулярного веса белка и его концен-
трации нельзя, поскольку не всегда удается выделить абсолютно
чистый фермент. Проблема определения концентрации была ре-
шена путем применения метода титрования активных центров и
сочетанием исследования ферментативных реакций в стацио-
нарных и предстационарных условиях, позволяющих связать
концентрацию активной формы фермента с начальным вспле-
ском концентрации продукта. Начальный всплеск наблюдается в
тех случаях, когда по ходу реакции происходит накопление
связанного с ферментом промежуточного соединения. Первый
моль субстрата быстро реагирует с ферментом с образованием
стехиометрических количеств фермент-содержащего промежу-
точного соединения и продукта, а дальше реакция замедляется,
поскольку идет медленный распад промежуточного соединения с
высвобождением свободного фермента:

Е + S > EI * Е (4.76)

+ +
Pi Ps
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Очевидно, что если стадия, характеризующаяся константой
k\, протекает очень быстро, а стадия с константой ki — крайне
медленно, то высвобождение Pi легко зарегистрировать и свя-
зать его количество с концентрацией фермента. Однако на
практике кг редко бывает пренебрежимо малой величиной, по-
скольку за начальным всплеском концентрации Pj следует по-
степенное накопление этого продукта по мере превращения про-
межуточного соединения. Математически эта ситуация была

Амплитуда
всплески

Время

Рис. 4.10. Принцип титрования активных центров.

описана ранее [уравнения (4.35) —(4.44)]. Было показано, что
всюду, за исключением начального периода, суммарное количе-
ство высвобождаемых продуктов зависит от времени линейно.
Из уравнения (4.44) видно, что линейная экстраполяция к нуле-
вому моменту временно дает амплитуду всплеска я, которая
определяется выражением

(4.77)

Отметим, что амплитуда связана с константами скорости квад-
ратичной зависимостью. Если отношение k'Jk2 достаточно вели-
ко, то квадратичный член близок к единице и амплитуда вспле-
ска концентрации продукта равна концентрации фермента.
В противном случае концентрация будет занижена, если только
не будут измерены и подставлены в уравнение (4.77) обе кон-
станты скорости.
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2. Зависимость амплитуды всплеска от концентрации
субстрата

Константа k[, входящая в уравнение (4.76), представляет
собой кажущуюся константу скорости первого порядка для ре-
акции образования промежуточного соединения при данных ус-

Время, мин
12

Рис. 4.11. «Начальное» титрование активных центров [Hartley В. S., К.И-
Ьу В. A., Biochem. J., 56, 288 (1954)]. Химотрипсин в указанных на рисунке
концентрациях смешивали с n-нитрофенилэтилкарбонатом (ЕЮСОг—СбН4—
—NO2). Ацилфермент Е—О—COOEt образовывался быстро, а гидролизовался
медленно. Отметим, что во время всплеска высвобождается около 0,63 моль
га-нитрофенола на 1 моль фермента. Либо чистота (активность) фермента со-
ставляла только 63%, либо константа скорости образования ацилфермента не
настолько превышает константу скорости деацилирования, чтобы ацилфер-

мент мог накапливаться.

ловиях. Обычно в таких случаях применимо уравнение Михаэ-
лиса — Ментен, т. е.

tfM), (4.78)

где fecat и К/л относятся к первой стадии. При достаточно малых
концентрациях S всплеск отсутствует, а при более высоких и при
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условии, что kcat много больше k2, вновь появляется. Подстав-
ляя (4.78) в (4.77), получаем

^ТгЧ- (4-79)1+_2_

'VIE]

Еесли fecatS>^2, то уравнение (4.79) можно использовать для
экстраполяции амплитуды всплеска к малым концентрациям S,
исходя из значений, полученных при различных концентрациях
субстрата. Очевидно, что когда k2 не является пренебрежимо
малой величиной, следует соблюдать осторожность, чтобы не
получить заниженное значение концентрации фермента.

3. Определение концентрации активных центров,
исходя из анализа скорости ферментативной реакции

Титрование активных центров применимо не всегда, посколь-
ку для этого необходимо, чтобы в ходе реакции накапливалось

2 4 6
Время, мин

Рис. 4.12. Титрование активных центров изолейцил-тРНК—синтетазы с ис-
пользованием только 10 мкг (100 пмоль) фермента (0,1 мл 1 мкМ раствора
фермента). Последовательность реакций такова:

He+[Y 3 2P]ATP А М р тленно Е

ШО П е + А М Р

[Fersht A. R., Kaethner M. М., Biochemistry, 15, 818 (1976).]

промежуточное соединение. Чаще концентрацию активных цент-
ров определяют с помощью анализа скорости реакции. Недоста-
ток этого метода состоит в том, что он не позволяет найти
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абсолютную концентрацию фермента, если не проведена калиб-
ровка по данным титрования активных центров. Кроме того,
скорость реакции зависит от условий. Если в данной лаборато-
рии эти условия могут поддерживаться более или менее посто-
янными, то от лаборатории к лаборатории они чаще всего
варьируют. Для спектрофотометрического титрования активных
центров необходимо несколько миллиграммов фермента; при
использовании радиоактивной метки это количество можно
уменьшить в 1000 раз [11]. Метод титрования активных центров
с его относительной нечувствительностью к условиям, в которых
проводится реакция, и возможностью определять абсолютные
концентрации фермента наиболее ценен для получения воспро-
изводимых данных и для сравнения констант скорости, полу-
ченных с помощью стационарной и предстационарной кинетики.
(Для стационарной кинетики константа скорости обычно вклю-
чает экспоненциальный член, не зависящий от концентрации
фермента, тогда как для стационарной кинетики константа ско-
рости прямо пропорциональна концентрации.)

Часть 2. ПОРЯДОК ВЕЛИЧИН КОНСТАНТ
СКОРОСТИ ДЛЯ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ
ПРОЦЕССОВ

А. Верхний предел констант скорости [12]
1. Ассоциация и диссоциация

Для анализа констант скорости химических реакций лучше
всего использовать теорию столкновений. Константа скорости
бимолекулярной реакции представляет собой произведение трех
сомножителей; частоты соударений Z, стерического факторар,
равного доле молекул, имеющих необходимую ориентацию, и
экспоненциального члена, в который входит энергия активации и
который равен доле молекул, обладающих достаточной энер-
гией:

(4.80)
Когда энергия активации равна нулю, а стерический фактор —
единице, константа скорости бимолекулярной реакции имеет
максимальное значение. В таком случае говорят, что скорость
процесса лимитируется диффузией и равна частоте межмолеку-
лярных столкновений. Предположив, что реагирующие молеку-
лы представляют собой незаряженные сферические частицы ра-
диусами га и гъ, мы можем рассчитать частоту столкновений по
следующей формуле:

Z = (2ЯГ/3000Т)) (ra + rbf/rarb, (4,81)
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где г) — вязкость среды. Для двух молекул одинакового радиуса
частота соударений в воде при 25°С равна 7-Ю9 М-'с-1. Следует
отметить, что две большие молекулы сталкиваются точно с такой
же частотой, как и две малые. Это обусловлено тем, что уве-
личение площади мишени точно компенсируется уменьшением
скорости диффузии крупных молекул. Однако частота столкно-
вения небольшой молекулы с большой выше частоты для двух
предыдущих случаев, поскольку имеют место оба упомянутых
фактора — увеличение площади (за счет большой молекулы) и
увеличение подвижности (за счет малой). Более сложные рас-
четы, учитывающие с одной стороны электростатическое взаи-
модействие между молекулами, которое увеличивает частоту
соударений, а с другой — влияние геометрии небольшой молеку-
лы на частоту ее столкновения с молекулой большого размера,
дают диапазон частот 109—10й М-'с"1. Аналогичным образом
устанавливается верхний предел для констант скорости диссо-
циации бимолекулярных комплексов—109—1012 с~'. Экспери-
ментально показано, что многие константы скорости второго
порядка для реакций, протекающих без участия протонов или
гидроксил-ионов, имеют величину порядка 109 М - 1 с~'.

2. Химические процессы

Верхний предел для констант скорости любых моно- или
внутримолекулярных реакций равен частоте молекулярных ко-
лебаний — 1012—1013 с-1.

3. Перенос протона

Перенос протона между такими электроотрицательными
атомами, как О, N или S, совершается чрезвычайно быстро.
Бимолекулярные реакции обычно лимитируются диффузией, и
константы скорости имеют порядок 101 0—10иМ-1с-1 (табл. 4.1).
Например, константа скорости переноса протона от Н3О+ на
имидазол, который является более сильным основанием, чем
Н2О (и потому такой перенос благоприятен), равна
1,5-1010 М-1 с-1. Константу скорости обратной реакции — перено-
са протона от имидазолий-иона на молекулу воды — можно вы-
числить из разности р/Са этих соединений с помощью следую-
щих уравнений:

[В] [НА]
= W * A : (4.83)

- J

•LHA] =?==* [BH+] + [Ai, (4.84)
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Таблица 4.1

\~х с" 1; 25°Са )

Н + и

ОН"
Анионы неорганичес-

ких кислот
Карбоксилаты

Феноляты
Еноляты
Амины
Карбанионы

k

1,4- 10 й

Ю 1 0—10 1 1

—5 - 10'°

~5-10'°
~5-1010

1010

< 1 - Ю 1 0

ОН~ и

Неорганические кис-
лоты

Карбоксильные кис-
лоты

Фенолы
Еиолы
Ионы аммония
Карбоновые кислоты
Фосфорные кислоты

k

~ 1010

~ ю1 0

~ 10'°

~ ю1 0

— 3 • 1010

< 1-Ю9

108-10'°

Eigen M., Nobel Symposium, 5, 245 (1967).

откуда
(4.85)

Рассчитанная таким образом константа скорости переноса
протона от имидазолий-иона (р/Са = 6,95) на молекулу воды
([Н2О] = 55 М, р/Са = -1,74) равна 1,7-103 с-1.

Перенос протона от карбоновых кислот на карбоновые осно-
вания обычно происходит гораздо медленнее. Обусловлено это
тем, что более низкая электроотрицательность углеродного ато-
ма требует стабилизации отрицательного заряда на карбоновом
основании путем делокализации электрона. Последующая пере-
стройка структуры и влияние растворителя могут замедлить
результирующую скорость переноса.

Одно время считалось, что скорость установления равновесия
между кислыми и основными каталитическими группами фер-
мента и растворителем устанавливает верхний предел числа
оборотов для катализируемых кислотами и основаниями реак-
ций, равный 103c~'. Объяснялось это тем, что константа скорости
переноса протона от имидазолий-иона на молекулу воды н от
воды на имидазол составляет ~2*10 3 с~'. Однако перенос про-
тонов между имидазолом или имидазолий-ионом и молекулами
буфера в растворе совершается с константами скорости, во мно-
го раз превышающими указанную величину. Например, в случае
АТР, р/Са которого равен р/Са имидазола, константа скорости
составляет ~10 9 M~ 1 c- 1 (при концентрации АТР в клетке около
2 мМ). Имеется и ряд других метаболитов, присутствующих в
клетке в миллимолярных концентрациях, которые содержат со-
ответствующие кислые и основные группы, в результате чего
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равновесие между каталитическими группами фермента и рас-
творителем может устанавливаться со скоростью 107—108 с"1

или выше. Числа оборотов ферментов обычно существенно ниже
этого значения — они лежат в диапазоне 10—103с~', хотя число
оборотов карбоангидразы и каталазы равно 106 и 4-Ю7 с - 1 со-
ответственно. Свойства карбоангидразы рассмотрены в гл. 12,
разд. Е.

Таблица 4.2

Константы скорости переноса протона на имндазол
и от имидазолий-иоиа (рКа = 6,95) а ) [12J

Донор
(DH+)

Н3О
+

Н2О
СНзСО2Н
НАТР 3 '
п-Нитрофенол
HP 2 Oj"
Фенол

со*-
Глюкоза

-1,74
15,74
4,76
6,7
7,14
8,45
9,95

10,33
12,3

k (DH+ -> Im),
М"1 с"1

1,5 • 10">
45
1,2-10»

2 - Ю 9

4,5 • 108

1,1 • 108

М О 7

1,9 • 107

1,6-105

*(ImH+>D),
И"1 с"1

31
2,3 • 1010

7,7 • 10е

Ы 0 !

7,0 • 10"

3,6 • 109

1 • 101 0

2 • 101 0

2 • 101 0

а) т = 2 5 °С ионная сила=0. Скорость в случае НгО рассчитана при [Н2О]=55 М.

Б. Константы скорости ферментативных реакций
и лимитирующие процессы

1. Ассоциация ферментов и субстратов

Согласно расчетам, лимитируемые диффузией частоты стол-
кновений фермента и субстрата должны быть порядка 109М~1с~1.
Приведенные же в табл. 4.3 наблюдаемые частоты в основном
лежат в интервале 10 6—К^М-'с- 1. Наиболее высокие значения
приближаются к величинам, лимитируемым диффузией, но са-
мые низкие лежат существенно ниже этого предела. В одних
случаях это может быть обусловлено необходимостью десольва-
тации, в других (что более вероятно)—тем, что процесс на
самом деле является двухстадийным, а считается одностадий-
ным. Например, при низких концентрациях лизоцим связывает
NAG2 С константой скорости — 5 -106 М-'с-1. Однако измерения
при более высоких концентрациях показывают, что связывание
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Таблица 4.3

Константы скорости ассоциации и диссоциации фермент-субстратных
комплексов

Фермент

Небольшие ли-
ганды

Каталаза
Каталаза-НгОг
Химотрипсин

Креатинкиназа

Глицеральдегид-
3-фосфат—деги-
дрогеназа

Лактатдегидро-
геназа (из мышц
кролика)

Лактатдегидро-
геназа (из сердца
свиньи)

Алкогольдегидро-
геназа печени

Лизоцим
Малатдегидро-

геназа
Пируваткарбокси-

лаза-Мп2+

Рибонуклеаза

Тирозил-тРНК—
синтетаза

Белок—нуклеино-
вые кислоты

Фенилаланил-
тРНК—синте-
таза

Серил-тРНК—
синтетаза

Тирозил-тРНК—
синтетаза

Субстрат

Н 2 О 2

н 2 о 2Профлавин
п-Нитрофениловый

эфир ацетил-Ь-трип-
тофана

Фурилакрилоил-L-
триптофанамид

Трифторацетил-
D-триптофан

ADP
MgADP
NAD

NADH

NADH
Оксамат

NADH

(NAQ)j
NADH

Пируват

Уридин-З'фосфат
Уридин-2', З'-цикло-

фосфат

Тирозин

тРНК Р Ь е

T p H K -Ser

тРНК Т у г

И" 1 с" '

5-10е

1,5- 10'
1,2 - 10s

6- 10'

6,2-106

1,5 • 10'

2,2 • 10'
5,3-106

1,9-10'
1,4-106

~ 1 0 9

5,5 • 10 '
8,1 • 10 е

2,5 • 10'

4 - 1 0 '
5 - Ю 8

4,5 • 10в

7,8 • 107

1 • 107

2,4 • 106

1,6-108

2,1 • 108

2,2 • 10 8

1,4- 108

с " '

8,3-103

6- 104

1,8 • W
5,1 • 103

1- 103

2,1 • 102

~ 1 0 4

39
17

9

1-Ю5

50

2,1 • 104

1,1 • 104

2-Ю 4

24

27

11

1,5
58

Источник
данных а

1
1
2
3

4

5

6

7

8

9
9

10

11, 12
13

14

15
16

17

18

19

20
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Продолжение

Фермент

Белок — белок

Трипсин
Ангидротрипсин

Трипсин
Ангидротрипсин

Инсулин
{5-Лактоглобулин
а-Химотрипсин

Субстрат

Осндвный панкреати-
ческий ингибитор
трипсина

Панкреатический се-
креторный ингиби-
тор трипсина

Инсулин
Р-Лактоглобулин
а-Химотрипсин

* i . ,

М"1 с"1

1,1 • 106

7,7-105

6,8 • 10е

4 • 10е

1,2-108

4,7 • 104

3,7 • 103

с" 1

6,6 • 10" '

8,6 • 10" 8

2,2 • 10~"

1,4 • 10~*

1,5 -10 4

2,1
0,68

Источник
данных8)

21

21

21

21

22
22
22

biochemical research (ed. Green D. E.), John Wiley,

Biochemistry, 13, 2512

a> 1—Chance B. In: Currents in
p. 308 (1956).

2—Quast U., Engel J., Heumann H., Krause G., Steffen E.,
(1974).

8—Renard M., Fersht A. R., Biochemistry, 12, 4713 (1973).
4—Hess G. P., McConn J., Ku E., McConkey G., Phil. Trans. R. Soc, B2B7, 89

(1970).
5—Smallcombe S. H., Ault В., Richards J. H., J. Am. chem. Soc, 94, 4585 (1972).
6—Hammes G. G., Hurst J. K-, Biochemistry, 8, J083 (1969).
7-Kirschner K-. Elgen M., Blttman R., Voigt В., Proc. natn. Acad. Scl., U. S. A.,

56, 1661 (1966).
8-Czerlinski G. H., Schreck G., J. blol. Chem., 239, 913 (1964).
9-D'A Heck H., J. blol. Chem,, 244, 4375 (1969).

10-Shore J. D., Gutfreund H., Biochemistry, 9, 4655 (1970).
U —Holler E., Rupley J. A., Hess G. P., Blochem. biophys. Res. Commun., 87, 423

(1969).
12-Baldo J. H., Halford S. E., Patt S. L., Sykes B. D., Biochemistry, 14. 1893(1973).
13-Czerllnskl 0., Schreck G.. Biochemistry, 3, 89 (1963).
14—Mildvan A. S., Scrutton M. С Biochemistry, 6, 2978 (1967).
15—Hammes C. 0., Walz F. O., Jr., J. Am. chem. Soc. 91, 7179 (1969).
16—del Rosarlo E. J., Hammes С G., J. Am. chem. Soc, 92, 1750 (1970).
17-Fersht A. R., Mulvey R. S., Koch G. L. E., Biochemistry, 14, 13 (1975).
18—Krauss G., Romer R., Riesner D., Maass G., FEBS Letts., 80, 6 (1973).
19—Pingoud A., Riesner D., Boehme D., Maass O., FEBS Letts., 30, 1 (1973).
20—Pingoud A., Boehme D., Riesner D., Kownatski R., Maass G., Eur. J. Blochem.,

59, 617 (1975).
21 —Vincent J.-P., Peron-Renner M., Pudles J., Lazdunskl M., Biochemistry, 13,

4205 (1974).
22—Koren R., Hammes C. G., Biochemistry, 15, 1165 (1976).

текает в две стадии с константой скорости ассоциации
4-107М-1С"1 при рН 4,4 и ЗГС (разд. В.6 и рис. 4.9) [10, 13]:

Е + NAG2

1,2.10s с " 1

Е • NAG2
Е' • NAG2. (4.86)

2. Параметр кса(/Км. может определяться
частотой столкновений между ферментом
и субстратом
Из табл. 4.4 видно, что для некоторых ферментов, обладаю-

щих высокой каталитической активностью, параметр kcztJKfA м с
жет достигать 3- К^М-'с"1. В подобных случаях этот параметр,
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Таблица 4.4

Ферменты, для которых fcat/Км близко к лимитируемой диффузией

скорости ассоциации

Фермент

Ацетил холинэсте-
раза

Карбоангидраза

Каталаза
Кротоназа

Фумараза

Триозофосфатизо-

мераза

Субстрат

Ацетилхо-
лин

СО2

нссг
Н2О2

Кротонил-
СоА

Фумарат

Малат

Глицераль-

дегид-3-
фосфат

ftca,, c-i

1,4-104

1 -10е

4-10 5

4- 10'
5,7 • 103

8,0 • 102

9,0-10 2

4,3 • 103

Кц[, М

9 - Ю - 5

1,2-10""2

2,6- 10~2

1,1
2 - Ю - 5

5-10~ в

2,5-10""5

4,7 • 10"""

c - i

1,6- 108

8,3 • 10'

1,5- 107

4- 107

2,8 • 108

1,6-108

3,6- 107

2,4- 108б

Источ-
ник
дан-

ныха

1

2

3

4

5

6

6

7

а 1—Posenberry Т. I., Adv. Enzymol., 43, 103 (1975).
2—Kernohan J. С, Blochlm. blophys. Acta, 81, 346 (1964).
3—Kernohan J. C, Blochim. blophys. Acta, 96, 304 (1965).
4 —Ogura Y., Archs Blochem. Biophys., 57, 288 (1955).
5—Waterson R. M., Hill P. L., Fedn Proc, 80, 1114 (1971).
6—Teipel J. W., Hass G. M., Hill R. L., J. blol. Chefh., 243, 5684 (1968).
7—Putman S. J., Coulson A. F. W., Farley I. R. Т., RIddleston В., Knowles J. R., Bl-
ochem. J., 129, 301 (1972).

" Наблюдаемое значение равно 9,1-106 M~ с~ . Приведенное в таблице значение
рассчитано исходя из того, что реакционноспособными были только 3,8% субстрата, по-
скольку остальные 96,2% гидратированы в условиях эксперимента.

представляющий собой кажущуюся константу скорости второго
порядка для реакций между свободным ферментом и свободным
субстратом, близок к лимитируемой диффузией частоте стол-
кновений фермента и субстрата. Для таких ферментов справед-
ливы соотношения Бриггса — Холдейна (гл. 3, разд. Б).

3. Диссоциация комплексов фермент—субстрат
и фермейт—продукт

Константы скорости диссоциации этих комплексов значи-
тельно ниже константы, лимитируемой Диффузией, поскольку
для осуществления реакции Необходимо преодолеть силы свя-
зывания. В некоторых случаях диссоциация фермент-субстрат-
ных комплексов протекает медленнее, чем соответствующие по-
следовательные химические стадии, и это приводит к механизму
Бриггса — Холдейна.
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4. Параметр kcai может определяться диссоциацией
комплекса фермент—продукт

При насыщающих концентрациях субстратов для реакций с
участием некоторых дегидрогеназ лимитирующей стадией явля-
ется диссоциация комплекса фермент—продукт. Примером та-
кого рода может служить диссоциация при высоких рН комп-
лекса NADH с глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназой [14],
при низкой концентрации соли — комплекса NADH с алкоголь-
дегидрогеназой из печени лошади [15, 16] и комплекса NADPH
с глутаматдегидрогеназой [17].

5. Конформационные изменения

Известно множество примеров реакций, которые сопровож-
даются индуцируемыми субстратом конформационными измене-
ниями фермента, характеризующимися константами скорости
10—104 с~', а также случаев, где отсутствие внутренней согласо-
ванности в значениях констант скорости свидетельствует о на-
личии лимитирующей стадии изомеризации белков [17]. Изоме-
ризация действительно часто является относительно медленным
процессом (например, в случае отщепления NADH от некоторых
дегидрогеназ, сопровождающегося конформационным измене-
нием белковой молекулы). Однако прямые указания на то, что
процесс конформационного изменения является сам по себе ли-
митирующим, отсутствуют.

Следует отметить, что с изменением концентрации субстрата
может произойти смена лимитирующей стадии, поскольку при
насыщающих концентрациях субстрата скорость пропорциональ-
на &cat, а при низких — ftcat/Лм. В тех случаях, когда говорят,
что данная стадия является лимитирующей и не указывают
условий реакции, обычно имеют в виду, что концентрация суб-
страта насыщающая.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Hartridge H., Roughton F. ]. W., Proc. R. Soc, A104, 376 (1923).
2. Roughton F. J. W., Proc. R. Soc., В115, 475 (1934).
3. Chance В., J. Franklin Inst., 229, 455, 613, 637 (1904).
4. Gibson Q., J. Physiol., 117, 49P (1952).
5. Fersht A. R., Jakes R., Biochemistry, 14, 3350 (1975).
6. Czerlinski G., Eigen M., Z. Elektrochem., 63, 652 (1959).
7. Mildvan A. S., Scrutlon M. C, Biochemistry, 6, 2987 (1967).
8. Sykes B. D., J. Am. chem. Soc., 91, 949 (1969).
9. Smallcombe S. H., Ault В., Richards J. H., J. Am. chem. Soc, 94, 4585

(1972).



164 ГЛАВА 4

10. Baldo 1. Я., Halford S. E., Patt S. L., Sykes B. D., Biochemistry, 14, 1893

11. Fersht A. R., Ashford J. S., Bruton С J., Jakes R., Koch G. L. E., Hart-
ley B. S., Biochemistry, 14, 1 (1975).

12. Elgen M., Hammes G. G., Adv. Enzymol., 25, 1 (1963).
13. Holler E., Rupley J. A., Hess G. P., Biochem. biophys. Res. Commun., 37,

423 (1969).
14. Trentham D. R., Biochem. J., 122, 71 (1971).
15. Theorell H., Chance В., Acta cheiri; scand., 5, 1127 (1951).
16. Shore J. D., Gutfreund H., Biochemistry, 9, 4655 (1970).
17. dt Franco A., Eur. J. Biochem., 45, 407 (1974).

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ЛИТЕРАТУРА

Eigen M., Hammes G. G., Elementary steps in enzyme reactions, Adv. Enzymol.,
25, 1 (1963).

Hammes G. G., Schimmel P. R., Rapid reactions and transient states, The Enzy-
mes, 2,67 (1970).

Gutfreund H., Enzymes: physical principles, Wiley-Interscience (1970).
Claesson S. (ed.), Nobel symposium 5 (Fast reactions and primary processes

in chemical kinetics), Wiley-Interscience (1967).
Chance В., Eisenhardt R. H., Gibson Q. H., Karl K. Lonberg-Holm (eds.),

Rapid mixing and sampling techniques in biochemistry, Academic Press
(1964).

Careri G., Fasella P., Gratton E., Statistical time events in proteins: a physical
assessment, CRC Critical Reviews in Biochemistry, 141 (1975).

Kusttn K. (ed.), Methods in Enzymology XVI, Academic Press (1969).



5 Глава

рН-ЗАВИСИМОСТЬ СКОРОСТИ
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ

Активность многих ферментов изменяется с изменением рН
точно таким же образом, как и степень ионизации простых
кислот и оснований. Это неудивительно, поскольку, как говорит-
ся в гл. 1, активные центры ферментов обычно содержат кис-
лотные или основные группы, принимающие участие в катализе.
Можно ожидать, что если каталитической активностью обладает
только одна протонированная форма кислоты или основания, то
катализ будет зависеть от концентрации активной формы. В этой
главе мы рассмотрим, как влияет ионизация фермента и фер-
мент-субстратного комплекса на параметры &cat, Км и k/K

А. Ионизация простых кислот и оснований:
основные уравнения

Обычно, рассматривая ионизацию основания В, пользуются
константами, относящимися к превращениям сопряженной ему
кислоты ВН+, чтобы для кислот и оснований применять один и
тот же набор уравнений. Константа ионизации есть

(5.1)

Или для кислоты НА и сопряженного ей основания А~

Ка = [А-][н+]/[НА]. (5.2)

р/Са определяется следующим образом!

Из уравнений (5.1) и (5.3) [или (5.2)] можно получить уравне-
ние Гендерсона — Хассельбальха:

(5.4)
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Легко видеть, что р/Са кислоты или основания — это рН, при
котором кислота или основание ионизированы наполовину, т. е.
концентрации В и ВН+ равны.

о

-1

-2

-3

-4

1,0r-

6 7

рН

10

Рис. 5.1. Графики зависимости £оы и lg£Obs от рН для фермента, активного
только в депротонированной форме кислоты с рл а = 7.

Зависимость концентраций НА и А~ от концентрации прото-
нов можно определить, преобразовав уравнение (5.2).

(5.5)

(5.6)
где

Предположим, что имеется такая величина L (коэффициент
поглощения, константа скорости и т. д.), что какая-либо харак-
теристика (поглощение, скорость реакции и т. д) является про-
изведением этой величины на концентрацию. Если значение L
для молекулы НА есть Z-HA, а для молекулы А" — LA_, то
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10 11

Рис. 5.2. рН-Зависимость произвольной константы К, которая равна /СНА ДЛЯ
протонированной формы и Я А - _ Д Л Я депротонированнои формы кислоты

с р/С, = 7.
Таблица 5.1

Значения рК а ионизирующихся группа)

Группа

а-СОгН (аминокислота)
СО2Н (Asp)
СО2Н (Glu)
Имидазол (His)
a-NH2 (аминокислота)
e-NH2 (Lys)
Гуанидин (Arg)
ОН (Туг)
SH (Cys)
Фосфаты

р/С. модель-
а

ных соедине-
ний (неболь-

шие пептиды)

3,6")
4,0 \
4,5 J
6,4
7,8

10,4
~ 12

9,7
9,1

1,3; 6,5

Обычный ди-
апазон значе-

ний рКа в
белках

2-5,5

5-8

9-12

а ' Данные взяты главным образом из работ Tanford С,
Adv. Prot. Chem., 17, 69 (1962); Tanford C, Roxby R., Bioche-
mistry, II, 2192 (1972).
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наблюдаемое значение параметра, LH[A]o, при данном рН опре-
деляется выражением L H IA] O =• L H A [ H A ] -f- LA_[A-], т. в.

+ ] / ( ^ а + [Hi ) + LK- [Al0 Ka

так что

(5.7)

(5.8)

Для двукратно ионизируемой системы, например для реак-
ции

Н2А
Kt

(6.9)

Н+ 2H+

справедливо соотношение

(5.10)

1. Получение рК
а
 из кинетических уравнений

Наиболее ценным в уравнениях (5.8) и (5.10) является то, что
точки перегиба кривых в координатах {рН; Ьн}, т. е. значения
р/Са, определяются знаменателем дроби; числитель определяет
амплитуды этих функций. Кажущиеся значения р/Са можно
найти из сложного кинетического уравнения преобразованием
этого уравнения к виду (5.8) в случае однократно ионизируемой
системы или к виду (5.10) в случае двукратно ионизируемой
системы и последующим анализом знаменателей получившихся
выражений. Проиллюстрируем это на примере рН-зависимости
1/LH (а не L H ) :

ULH - (К, + [H+])/(LHA[H+] + Lk-Ka). (5.11)

Преобразование уравнения (5.11) к виду (5.8) дает

1/£н = К А Н А + [ Н Ч / ' - Н А У К W - H A + [НЧ )• (5-12)

Непосредственно из рассмотрения знаменателя уравнения (5.12)
мы можем сказать, что график, построенный в координатах {рН;
1/LH}, даст кажущуюся константу ионизации /Сарр, определяе-
мую уравнением:

^ ^ 7 ^ ) (5 13)
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Б. Влияние ионизации ионогенных групп
ферментов на кинетику

Несмотря на то что ферменты содержат множество ионизи-
рующихся групп, графики зависимости скорости реакции от рН
имеют форму, соответствующую однократной или двукратной
ионизации. Связано это с тем, что единственной важной иони'
зирующейся группой является группа активного центра, непо-
средственно участвующая в катализе, либо группа, располо-
женная вне активного центра, но ответственная за сохранение
активной конформации фермента.

Рассмотрим несколько простых примеров, начав с механизма
Михаэлиса — Ментен. Сделаем ряд упрощающих допущений,
как правило, выполняющихся в действительности.

1. Группы ведут себя как идеально титрующиеся кислоты и
основания (в действительности обычно имеет место достаточно
хорошее приближение).

2. Активна только одна ионная форма фермента (обычно
это условие выполняется).

3. Все промежуточные соединения с точки зрения переноса
протона находятся в равновесии, т. е. перенос протонов осуще-
ствляется быстрее химических реакций (обычно это условие вы-
полняется; см, гл. 4).

4. Природа лимитирующей стадии не изменяется с рН (это
допущение может не выполняться, что приводит к весьма инте-
ресным последствиям).

1. Простая теория: механизм Михаэлиса — Ментен

Ks *cat
Е = f = * ES — >•

Медленно
S (5.14)

НЕ =?=*= НЕЗ

Здесь /СЕ — константа ионизации свободного фермента,
KES — константа ионизации фермент-субстратного комплекса,
a K's и Ks — константы диссоциации HES и ES соответствен-
но.

Эти четыре константы равновесия не могут изменяться неза-
висимо друг от друга, поскольку все превращения взаимосвяза-
ны. Если известны три из четырех констант, то четвертая опре-
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деляется из соотношения

(5.15)

Уравнение (5.15) можно получить приравниванием произведе-
ний констант ионизации и констант диссоциации или просто из
рассмотрения схемы (5.14), поскольку процесс HES->ES->E
должен сопровождаться таким же изменением энергии, как и
процесс HES ->• HE -»- Е.

Из уравнения (5.15) следует, что
а) если АЕ = KES, TO KS = K's и связывание не зависит от рН;
б) если /СЕ Ф KES, Т. е. р/Са при связывании изменяется, то

) (5.16)

и связывание по необходимости должно зависеть от рН.

2. рН-зависимость параметров kcai, kcai/KM> Кк
и 1//С„ [1, 2]

Если выразить концентрацию ES через [Е]о и проделать
необходимые алгебраические преобразования, можно получить
выражение для зависимости v от рН:

-Т7ЖПГ-- (5Л7)н к л-г«1 (\ л. ГН+1/Й- ^AS + 1*11,1 + I" J/AES; '

Зависимость &Cat от рН получается из уравнения (5.17) при
условии, что [S]

(5.18)

[ S J » /Cs,

(^ах)н

Т.

=

е.

. fecat[E]

н tfES +

л Аре

Сравнение знаменателей уравнений (5.18) и (5.8) показывает,
что зависимость Vmax или ftCat от рН определяется константой
ионизации фермент-субстратного комплекса KES-

Кажущееся значение /См при каждом конкретном значении
рН можно найти преобразованием уравнения (5.17) к виду
уравнения Михаэлиса — Ментен (3.1).

(5.19)

/См также зависит от состояния ионизации фермент-субстратного
комплекса.
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рН-зависимость параметра kCat/Km получается из рН-зави-
симости v при низких значениях [S] [или из отношения уравне-
ний (5.18) и (5.19)]. Уравнение (5.17) можно упростить, поло-
жив [S] равным нулю и преобразовав его к виду

(5.20)

kcat/Км (и v при[Э]<С Дм) определяется ионизацией свобод-
ного фермента.

3. Простое правило для идентификации компонента
ферментативной реакции, определяющего характер
рН-зависимости кинетических параметров

Приведенные выше результаты являются следствием общего
правила, состоящего в том, что «зависимость константы равно-
весия К или константы скорости k от рН для процесса X -*• У
определяется константами ионизации X».

Применим это правило к схеме (5.14), имея в виду, что суб-
страт также может содержать способные к ионизации группы.
а. рН-зависимость &cat.

Рассматривается процесс
fccat

ES *• ЕР. (5.21)

рН-зависимость параметра /eCat определяется ионизацией фер-
мент-субстратного комплекса.
б. рН-зависимость Дм-
Рассматривается процесс

ES —^*- E + S . (5.22)

рН-зависимость /См определяется ионизацией фермент-субстрат-
ного комплекса.
в. рН-Зависимость 1/Д^
Рассматривается процесс

Е+ S — ^ ES. (5.23)

рН-Зависимость 1//См определяется ионизацией свободного

') Может вызвать удивление тот факт, что использование 1//См вместо Км
дает иное значение рКа- Математическая сторона этого вопроса ясна из ана-
лиза уравнений (5.11) — (5.13). рН-Зависимость Кп позволяет получить рКа
для Е, S и ES, однако для разных графиков эти константы определяются
различными способами. Другой подход к анализу зависимости lg Км от рН
предложен Диксоном [1].
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фермента и свободного субстрата.
г. рН-Зависимость ft/К

cat/M /с пл\

E + S У ЕР. (5.24)
рН-Зависимость £Cat//(M определяется ионизацией свободного
фермента и свободного субстрата.

В. Модификации простой теории и отклонения от нее

Для объяснения рН-зависимости параметров каталитическо-
го процесса в случае более сложных механизмов, чем механизм
Михаэлиса — Ментен в его первоначальном виде, необходимо
модифицировать рассмотренную выше в общих чертах простую
теорию.

1. Модификации, обусловленные наличием
дополнительных промежуточных соединений

а. Промежуточные соединения, образующиеся в ходе
реакции [3]

* S * 2 ft3

E + S =?==* ES »- ЕА -> ЕР. (5.25)

Присутствие дополнительных промежуточных соединений не
сказывается на рН-зависимости kcaJKn или l/Км, поскольку
эти параметры зависят только от свойств свободного фермента и
свободного субстрата. рН-зависимость kcat или 1//(м и в этом
случае позволяет получить р/Са для свободного фермента и
свободного субстрата. Однако теперь рН-зависимостьй^и/См
отражает изменение свойств как промежуточного соединения,
так и фермент-субстратного комплекса. Если ЕА в уравнении
(5.25) представляет собой основное фермент-содержащее со-
единение, то рН-зависимость kcat и Км даст его р/(а. Если же
накапливаются и ES, и ЕА, то мы получим значение р/Са, явля-
ющееся средневзвешенным значением между р/Са для ES и ЕА
И].

б. Наличие непродуктивного связывания [5]

В том случае, когда наряду с продуктивным происходит
непродуктивное связывание субстрата, рН-зависимость kca\ и
Км может дать кажущееся значение р/Са для важной в катали-
тическом отношении группы активного центра, которое далеко от
его действительного значения в продуктивном комплексе. Такая
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ситуация имеет место в том случае, если соотношение между
продуктивным и непродуктивным связыванием сказывается на
ионизации этой группы. Предположим, что активность фермен-
тов зависит от состояния группы, которая при высоком значении
рН находится в форме основания. Если, скажем, при низком рН
продуктивное связывание субстрата осуществляется легче, чем
при высоком, то происходящее при снижении рН (через р/Са
каталитической группы) уменьшение скорости по мере протежи-
рования этой группы будет частично компенсироваться увеличе-
нием непродуктивного связывания. В результате кажущееся
значение р/Са, определяющее рН-зависимость kcat, станет мень-
ше, чем р/Са для продуктивного комплекса. рН-Зависимость
/См изменяется аналогичным образом.

Проанализируем этот случай с привлечением математичес-
кого аппарата.

* аНЕ =*=*= Е

HES =?=* ES — *• ЕР (5.26)
Медленно-

«И к
HES' = е = * E S '

Здесь HES и ES — продуктивные комплексы, К' и К — кон-
станты равновесия для процессов взаимопревращения между
ними и непродуктивными комплексами HES' и ES'. Решая
уравнение скорости, получаем

( 5 > 2 7 )

Преобразовав уравнения (5.27) и (5.28) к виду (5.8), из
знаменателя выражения получаем, что наблюдаемое значение
р/(а равно

P ôbs = P < - ' g (

(

1

1 + ff)- (5.29)

По причинам, обсуждавшимся ранее, рН-зависимость
&cat//CM и l/К/л при наличии непродуктивного связывания не
изменяется.
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2. Отклонение от простых правил: механизм
Бриггса — Холдейна и изменение природы
лимитирующей стадии при изменении рН;
кинетические рКа [4, б—8]

Е + s ES ЕР. (5.30)

Рассмотрим предельный случай, когда константа скорости
стадии химических превращений субстрата больше константы

Рис. б.Э. Схема, объясняющая различие между истинным и «кинетическим»
piCa в механизме Бриггса — Холдейна, характеризующемся изменением при-
роды лимитирующей стадии с изменением рН. При низком рН k^ilKn умень-
шается как [A2/(fe-i/^i)]/(a/(/(a + [Н+]). [Это выражение можно упростить,
приняв во внимание, что Ks = fe-1/61 и при низком рН [Н+] » Ка (см. ри-
сунок).] При высоком рН fccat/Км выходит на предел и становится равной kt—
константе скорости второго порядка для связывания фермента с субстратом.

диссоциации фермент-субстратного комплекса (механизм Бриг-
гса— Холдейна). В этой ситуации параметр kcat/Км равен ^ —
константе скорости связывания субстрата ферментом. Предпо-
ложим снова, что каталитическая активность фермента зависит
от состояния ионизации группы, находящейся в форме основа-
ния. При высоких рН k2 >k-\, а по мере его понижения
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къ уменьшается вследствие протонирования основания, пока не
станет меньше й_ь Это приводит к тому, что кажущееся значение
рКа, определяемое из рН-зависимости kcat/Км, получается
меньше р/Са участвующего в катализе основания (рис. 5.3) [7].
Можно показать, что кажущаяся константа ионизации опреде-
ляется соотношением

•/Сарр = -Ка (̂ 2 + k-i)/k-i, (5.31)

где К& — константа ионизации данной группы фермента.
/Сарр называется кинетическим р/Са, поскольку он определя-

ется не ионизацией как таковой, а зависит от отношения кон-
стант скорости процессов, не связанных с переносом протона.
Кинетические р/Са получаются всякий раз, когда природа лими-
тирующей стадии изменяется с изменением рН.

3. Экспериментальное определение кинетических
и равновесных р/(а [7, 8]

рЯа, которые представляют собой комбинацию констант рав-
новесия и р/Са конкретных титрующихся групп 1как в случае
непродуктивного связывания; уравнение (5.29)],определяются в
ходе титрования как реально существующие р/Са. Если в фер-
мент-субстратный комплекс [схема (5.26)] включить кислоту
или основание, то каталитическая группа будет титроваться в
соответствии с р/Са, определяемым уравнением (5.29). Анало-
гичным образом, если измерять с помощью того или иного спек-
трального метода долю основания, находящегося в ионизиро-
ванной форме, то обнаружится, что оно ионизируется с р/Са,
определяемым уравнением (5.29). Иначе обстоит дело с кине-
тическими р/Са-

Для механизма Бриггса — Холдейна, характеризующегося
тем, что природа лимитирующей стадии изменяется с измене-
нием рН, прямое титрование каталитических групп будет давать
истинную константу, отличающуюся от соответствующих вели-
чин, получаемых из рН-зависимости ftCat//(M [см. уравнение
(5.31)].

4. Микроскопические и макроскопические р/Са

Когда кислота представлена различными формами, напри-
мер HES и HES' [схема (5.26)], р/Са каждой из этих форм
называется микроскопическим. рКа системы, определяемый тит-
рованием, например рДоьз в уравнении (5.29), называется по-
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разному: макроскопический, кажущийся или групповой рКл.
В отличие от кинетического этот р/Са во всех случаях является
истинным.

Г. Влияние поверхностного заряда на рКа

групп в ферментах

На поверхности молекулы фермента находится множество
полярных групп. Так, например, на поверхности химотрипсина
локализованы 4 остатка аргинина и 14 остатков лизина, которые
имеют положительные заряды, и 7 остатков аспартата и 5 —
глутамата, заряженных отрицательно. Это приводит к созданию
вокруг молекулы фермента ионного окружения, т. е. электро-
статического поля, которое может стабилизировать или деста-
билизировать находящиеся внутри белковой глобулы (или ча-
стично погруженные в нее) ионные группы. Проведенные Лин-
дерстрём-Лангом расчеты показали, что изменение рКа погру-
женных групп является сложной функцией размера и формы
молекулы белка, а также ионной силы раствора [9]. Значение
этих эффектов четко показано в ряде работ, в которых располо-
женные на поверхности карбоксилат- или аммоний-ионы подвер-
гались химической модификации.

При высоком рН активный центр химотрипсина несет отри-
цательный заряд, а при низком — нулевой. Можно ожидать, что
оснбвная форма активного центра при высоком рН будет стаби-
лизироваться положительным поверхностным зарядом и деста-
билизироваться — отрицательным. Как видно из табл. 5.2, это
предположение подтверждается экспериментально. Превраще-
ние 14 положительно заряженных остатков лизина в отрица-
тельно заряженные карбоксилат-ионы при взаимодействии хи-
мотрипсина с янтарным ангидридом приводит к тому, что р/Са

группы, степень ионизации которой определяет рН-зависимость
&cat для гидролиза метилового эфира ацетилтриптофана, уве-
личивается от 7,0 до 8,0. И наоборот, превращение 13 отрица-
тельно заряженных карбоксильных групп в положительно заря-
женные амины понижает р ^ а до 6,1. Аналогичным образом
ацилирование поверхностных аминогрупп трипсина уксусным
ангидридом приводит к увеличению р/Са свободного фермента
на 0,2 единицы.

Эти эффекты можно промоделировать с помощью изменения
рН. При рН < 5 карбоксильные группы протонируются, а при
рН > 9 аммонийные группы лизина в результате депротониро-
вания начинают утрачивать свой положительный заряд. При
экстремальных значениях рН это вызывает изменение кривых
титрования фермента. Наиболее сильно такие эффекты проявля-
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Влияние поверхностного заряда фермента на рКл
Таблица 5.2

-Фермент

Химотрипсина)

Сукцинилхимотрипсина)

Этилендиаминхимотрип-

син

Трипсин8)

Ацетилтрипсинв)

Модификация

Lys ( - N H * ) - ^

-> — N H O C C H Z C H J C O J -

Asp, Glu (-COp ->
- + —CONH (CH2)2NH+

8

Lys (NHp -> —NHCOCH3

P*a

7,06)

8,06)

6,1е)

7,0r)

7,2r)

*cat. c

47

74

50

0,7

1,2

а) в-Химотрипсин, 25 °С, ионная сила 0,1. Valenzuela P., Bender M. L., Blochlm. Ыо-
phys. Acta, 256, 538 (1971).

б ) р К а , определяющий ft c a t Для реакции гидролиза метилового эфира ацетил-Ь-трип-
тофана.

в> Spomer W. E., Wootton J. F., Biochlm. blophys. Acta, 235, 164 (1971).
г ' р/С , определяющий *cat/^M д л я реакции гидролиза амида бензонл-Ь-аргинипа.

ются при низкой ионной силе — 0,2 М или меньше; при повыше-
нии концентрации солей эффекты уменьшаются, а в 1 М раство-
ре исчезают совсем. К счастью, многие кривые титрования полу-
чены при рН между 5 и 9, когда титруется небольшая часть
поверхностных групп; хорошие результаты получены при ионной
силе 0,1 М 18,10].

На константы скорости стадий, в ходе которых совершаются
химические превращения, влияет не только изменение р/Са уча-
ствующих в катализе кислот или оснований, но и изменение
поверхностного заряда, если оно достаточно велико. Это изме-
нение аналогично изменению ионной силы в неферментативных
ионных реакциях, а два указанных эффекта аналогичны вторич-
ному и первичному ионным эффектам в физической органиче-
ской химии.

Д. Графическое представление данных

Предположим, что один из таких кинетических параметров,
как ftcat, определяется долей фермента, находящегося в форме
кислоты. В этом случае скорость реакции будет зависеть от
константы ионизации /Са и рН следующим образом:

Ik Л =k \и*]/( К 4- Гн+Л ^ 4 9 1
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где (АсаОн — наблюдаемая величина при данной концентрации
Н+ [уравнение (5.8)]. Уравнение (5.32) по форме идентично
уравнению Михаэлиса — Ментен, и, следовательно, /Са можно

260 -

100 200 300 400

Рис. 5.4. Пример применения уравнения (5.34) для определения р/Са актив-
ного центра фермента. Здесь вместо кСв\1Км. используется fcCat (гидролиз аце-

тил-Ь-тирозин-п-ацетиланилида а-химотрипсином при 25 °С [8]).

найти, построив графики, аналогичные графикам Лайнуивера —
Бэрка и Эди [уравнения (3.28) и (3.29)]. Например,

(5.33)

и, следовательно, kcat и /Са определяются из графиков, постро-
енных в координатах {(&саОн/[Н+]; (6cat)n}. Аналогично, если
скорость зависит от содержания основной формы фермента, то
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можно показать, что

(5.34)

В этом случае строят график в координатах {(&саОн[Н+];
(*C.t)H}.

В более сложных случаях, когда кинетический параметр не
уменьшается до нуля при высоком или низком рН (как это часто
имеет место на графиках зависимости констант ассоциации или
диссоциации от рН), для графического анализа используется
разность между наблюдаемым значением параметра при дан-
ном рН и одним из предельных значений при экстремальных
рН.

Е. Примеры и экспериментальные данные

Ферментом, кинетические свойства которого при разных рН
изучены лучше, чем свойства остальных ферментов, является
химотрипсин; хорошо известны его структурные особенности и
механизм каталитического действия. Чрезвычайно широкая спе-
цифичность химотрипсина и, следовательно, возможность ис-
пользования различных субстратов позволяет исследовать про-
стой механизм Михаэлиса — Ментен, механизм с накоплением
промежуточных соединений, обнаруживать непродуктивное свя-
зывание и анализировать механизм Бриггса — Холдена с изме-
нением природы лимитирующей стадии при варьировании рН.

рН-зависимость kc&t/KfA для гидролиза субстратов имеет
вид колоколообразной кривой с максимумом при рН 7,8 и р/Са,
равными 6,8 и 8,8, для а-химотрипсина и максимумом при рН
7,9 и р/Са, равными 6,8 и 9,1, для 6-химотрипсина. Значение
р/Са = 6,8 соответствует ионизации каталитически важного ос-
нования в активном центре, а рЛа = 9,1—ионизации а-амино-
группы Пе-16, которая в протонированном состоянии стабилизи-
рует каталитически активную конформацию фермента. Эта
важная в конформационном отношении ионизация не влияет на
рН-зависимость &cat, для которой обычно характерна сигмоид-
ная кривая с р/Са 6—7, но приводит к увеличению /См при
высоком рН.

1. рКа активного центра химотрипсина

а. Свободный фермент

Теория предсказывает, что если при изменении рН не проис-
ходит изменения природы лимитирующей стадии, то рН-зависи-
мость kcai/Км для всех неионизирующихся субстратов даетзна-
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400-

Рис. 5.5. Определение
р/Са активного центра
б-химотрипсина из рН>
ЗаВИСИМОСТИ fecat/К.ч ДЛЯ
реакции гидролиза N-aue-
тил-Ь-тирозин-я-ацетил-

анилида [7].

Рис. 5.6. Аномально низ-
кое значение рК,, кото-
рое получается из рН-за-
висимости параметра
kcti/Км для катализируе-
мого б-химотрипсином
гидролиза п-нитрофени-
лового эфира N-ацетил-

L-триптофана [7].
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чение р/Са, равное р/Са свободного фермента. За исключением
единственного случая, это предсказание теории подтверждается.
При 25°С и концентрации соли 0,1 М рКг активного центра
химотрипсина равно 6,80 ± 0,03. Наиболее точные эксперимен-
тальные данные очень хорошо совпадают с теоретическими кри-
выми ионизации в диапазоне рН 5—8 после внесения поправки
на долю фермента, находящегося в неактивной конформации.
Это соотношение справедливо для гидролиза амидов, где не
происходит накопления промежуточных соединений и выполня-
ется механизм Михаэлиса — Ментен, а также для гидролиза
эфиров, где накапливается ацилфермент (табл. 5.3 и рис. 5.5 и
5.6).

Таблица 5.3

рКа активного центра химотрипсина

Субстрат
Bcat

Источник
данныха)

Аланинамид ацетил-Ь-фенилаланинаб>

Семикарбазид формил-Ь-фениланина6)

я-Ацетиланилид ацетил-Ь-тирозина6)

га-Нитрофенилацетат6)

Этиловый эфир ацетил-Ь-фенилалани-
наб)

/г-Ацетиланилид ацетил-Ь-тирозина
n-Нитрофениловый эфир ацетил-Ь-три-

птофана8)

6,80

6,84

6,77

6,85

6,8

6,83
6,50

6,6

6,32

6,85

6,9

а> 1 —Fersht A. R., Renard M., Biochemistry, 13, 1416 (1974).
2—Bender H. L., Clement G. E., Kezdy F. J., Heck H. d'A., J. Am. Chem. Cos.,
3680 (1964).
3—Hammond B. R., Gutfreund H., Biochem. J., 61, 187 (1955).
4—Renard M.. Fersht A. R., Biochemistry, 12, 4713 (1973).

" ' а-Химотрипсин. 25 °C, ионная сила 0,1.
в* 6-Химотрипсин, 25 "С, ионная сила 0,95.

б. л-Нитрофениловый эфир ацетил-Ь-триптофана:
механизм Бриггса — Холдейна с изменением природы
лимитирующей стадии при варьировании рН

Исключение, о котором упоминалось выше,— это рН-зависи-
мость fccat/Ям для гидролиза n-нитрофенилового эфира аце-
тил-Ь-триптофана. В этом случае кажущийся p/G свободного
фермента равен 6,50. Причина такого низкого значения р/Са

была рассмотрена в разд. В.2. При высоком рН стадия связьь
вания субстрата с ферментом является отчасти лимитирующей.
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Предельное значение kCat/Km при высоком рН равно 3-
что близко к величине, характерной для лимитируемых диффу-
зией частот столкновений фермента и субстрата. Однако при
низких рН химические стадии замедляются и по мере протони-
рования фермента и уменьшения его активности становятся ли-
митирующими. Константа скорости для стадии связывания, ко-
торую можно рассчитать из уравнения (5.31), равна 6- lCFM-'c-1.
Эти данные находятся в соответствии со схемой (5.35) и
значением р/Са = 6,8 для активного центра 17].

6-107М-'с~'

Ac-TrpONPh + E - Ac-TrpONPh-E
6-Ю4 с " 1

Ас-Тгр-Е (5.35)

| б5с- Г

Ас-Тгр + Е
(Е — химотрипсин).

Это редкий случай, когда анализ стационарной кинетики
позволяет получить константы скорости для ряда конкретных
стадий реакции.

в. Фермент-субстратный комплекс

р/Са фермент-субстратного комплекса не является величиной
постоянной, как в случае свободного фермента, поскольку свя-
зывание субстратов изменяет p ^ a активного центра. Значение
р/Са, полученное из рН-зависимости &cat для гидролиза амидов,
колеблется в пределах 6—7. Соответственно значение Км возра-
стает при низком рН в согласии с уравнением (5.16).

Точное определение р/Са фермент-субстратного комплекса из
рН-зависимости /См затруднено по двум причинам. Во-первых,
изменение /См относительно невелико и требуется высокая точ-
ность при получении данных. Во-вторых, необходимо определить
две области плато: при низком и при высоком значениях рН. Это
означает, что измерение нужно проводить в более широком
диапазоне рН, чем при определении ftcat или kca\IKm, а при
этом возникает опасность появления нежелательных эффектов,
обусловленных ионизацией других групп.

г. Ионизация при высоких значениях рН [11]

Высокое значение р/Са обусловлено не зависящим от суб-
страта изменением конформации фермента, которое можно вы-
явить физическими методами, например сняв спектры кругового
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дихроизма или определив квантовый выход флуоресценции. Ки-
нетические измерения дают такое же значение р/Са, как и эти
методы.

Рис. 5.7. Увеличение /См при низких рН для катализируемого химотрипсином
гидролиза Ы-формил-Ь-фенилаланинсемикарбазида (/) и формилгидразида
(//), связанное с тем, что рК* фермент-субстратного комплекса ниже рКа

свободного фермента [8].

Ж. Прямое титрование групп в ферментах

Существует несколько методов прямого титрования опреде-
ленных ионизирующихся боковых цепей в белках. Одна из ос-
новных проблем заключается в идентификации данной группы.

1. Влияние D2O на pH/pD и р/Са

Во многих спектроскопических методах в качестве раствори-
теля вместо НгО используют D2O, что позволяет разделить
нужный сигнал и сигналы, обусловленные растворителем.
Экспериментально установлено, что pD, измеренный стеклянным
электродом, на 0,4 единицы ниже рН:

pH = pD + 0,4. (5.36)
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рН в смеси Н 2 0 и D 20, измеренный стеклянным электродом,
определяется соотношением [12]

рН = pD + 0,3139а + 0,0854а2, (5.37)

где а — относительное содержание дейтерия, т. е. [D]/([D]-f
+ [Н]). Однако в растворе Е>20 и в смеси D2O/H2O значение р/Са

выше, чем в водном растворе. Иногда увеличение р/Са компен-
сирует уменьшение показаний прибора со стеклянным электро-
дом, и значение р/Са, измеренное в D2O, становится равным
истинному р/Са соединения в водном растворе. Влияние раство-
рителя на константу ионизации непостоянно; недооценка этого
факта может привести к ошибке в несколько десятых единиц
рН.

2. Методы

а. Ядерный магнитный резонанс: гистидиновые остатки [13]

Метод ЯМР особенно ценен для определения р/Са гистидино-
вых остатков в белках. Сигналы от протонов при углеродных
атомах С-2 и С-4 сдвинуты в слабопольную область по
отношению к сигналам от остальных атомов данной белковой
молекулы и могут быть разрешены в растворах D2O. При прото-
нировании происходит изменение величины химического сдвига
и, следовательно, гистидиновые группы можно легко оттитро-
вать. Когда в белке присутствует более чем один гистидиновый
остаток, возникают трудности, связанные с идентификацией от-
дельных р/Са. Решить эту задачу для рибонуклеазы помогли
химическая модификация, избирательное дейтерирование и вы-
яснение кристаллической структуры данного фермента; в насто-
ящее время идентифицированы р/Са всех четырех гистидиновых
остатков рибонуклеазы 114, 15].

Сигнал ЯМР протонов, участвующих в образовании водо-
родных связей, может быть сдвинут в слабопольную область
настолько сильно, что его удается зарегистрировать в растворе
Н2О. Обнаружено, что в химотрипсиногене, химотрипсине и
других сериновых протеазах между Asp-102 и His-57 находится
протон, и установлено, что он титруется с р/Са = 7,5 [16] (хотя
этот рДа относится к диссоциации протона, связанного с другим
атомом азота имидазольного кольца);

/о:

Одна из сериновых протеаз, а-литическая протеаза, которая,
как полагают, имеет в активном центре аналогичную «систему с
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переносом заряда», содержит только один гистидин. Измерение
величины химического сдвига для 13С, который включен в
С-2-положение, дает р/Са = 6,7. Однако в отличие от модельных
соединений константа взаимодействия между этим атомом уг-
лерода и связанным с ним протоном не изменяется при измене-
нии рН. По-видимому, группа, титрующаяся с р/Са = 6,7, при-
надлежит Asp-102, а не гистидину, как всегда предполагалось
[17]. Этот вывод подтверждается данными титрования кар-
боксильной группы с помощью ИК-спектроскопии (см. ниже)
[18].

/ОН.

Чо

ЯМР-спектроскопия на ядрах 13С позволяет определить р/Са

остатков лизина и аспартата. Ионизация остатков тирозина
исследовалась с помощью ПМР.

б. ИК-спектроскопия [18, 20, 21]

Карбоксильные группы поглощают электромагнитные волны
с частотой ~1710 см~', а карбоксилаты — с частотой 1570 см~'.
Разностные ИК-спектры, снятые в D2O, позволили определить
р/Са необычных карбоксильных групп а-лактоглобулина (7,5),
лизоцима (2,0; 6,5) и трипсина (Asp-102; 7).

в. Разностная УФ-спектроскопия [22, 23]

Разностная УФ-спектроскопия часто используется при иссле-
довании ионизации фенольного гидроксила тирозиновых остат-
ков, а также при изучении свойств сульфгидрильных групп
цистеина и имидазольных групп гистидина.

г. Флуоресцентный анализ [22, 24]

Этот метод весьма полезен в тех случаях, когда при иониза^
ции группы изменяется спектр флуоресценции соседнего с ней
триптофана — главного флуоресцирующего остатка в белках,
или происходит конформационное изменение в белковой моле-
куле, изменяющее спектр флуоресценции белка в целом. В от-
сутствие триптофана (который обладает относительно сильной
флуоресценцией) можно следить за флуоресценцией тирозина.

д. Разностное титрование [25]

Прямое титрование белка кислотой или основанием обычно
дает не поддающуюся интерпретации кривую ионизации из-за
перекрывания, обусловленного титрованием большого числа
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групп. Однако, сравнивая кривые титрования фермента до и
после блокирования определенной группы, удается выделить
одну или две ионизирующиеся группы. Например, Asp-52 лизо-
цима можно специфически этерифицировать триэтоксифторбо-
ратом. Сравнение кривых титрования модифицированного и на-
тивного белка не только дает р/Са Asp-52, но и позволяет выявить
влияние ионизации этой группы на свойства другой важной
кислоты, входящей в состав активного центра,— Glu-35.

е. Разностное титрование с переводом фермента
в денатурированное состояние [26]

Определить с помощью титрования состояние ионизации на-
ходящегося в глубине белковой глобулы остатка (например,
Asp-102 в химотрипсине и химотрипсиногене) практически
невозможно. Из-за высоких фоновых концентраций гидроксил-
ионов и протонов точное титрование удается осуществить только
в диапазоне рН от 3 до 11. В связи с этим с помощью суммарной
кривой титрования нельзя выявить ионизацию групп белка с
аномальными р/Са. Например, в химотрипсине имеются три кар-
боксильные группы с аномально низкими р/Са — они находятся
в ионизированной форме при рН < 3. Однако когда белок дена-
турирован, эти группы титруются нормально, а число титрую-
щихся карбоксильных групп в денатурированном белке можно
легко определить. Ионизация Asp-102 химотрипсина и химо-
трипсиногена при варьировании рН была установлена путем из-
мерения числа поглощенных протонов при денатурации и сопо-
ставления полученного результата с числом ионизированных
карбоксильных групп в этих денатурированных белках. Для
повышения точности большинство расположенных на поверхно-
сти карбоксильных групп было превращено в амиды, чтобы
уменьшать число ионизирующихся групп.

ж. Химическая модификация

Значения р/Са аминокислотных остатков активного центра
свободного фермента и комплекса фермента с ингибитором на-
ходят по результатам измерения скорости необратимого инги-
бирования ферментов точно так же, как и в случае обычной
ферментативной кинетики. р/Са других остатков определяют из
рН-зависимости скорости реакций этих соединений с различны-
ми реагентами. Например, поскольку амины, находясь в форме
основания, реагируют с уксусным ангидридом [27] или динит-
рофторбензолом 128—30], степень их ионизации определяется
из относительных скоростей реакций при разных рН. Этот под-
ход был использован для определения р/Са аминогрупп в белках.
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Аминогруппы модифицировали реагентами, меченными радио-
активными изотопами, затем белок гидролизовали, разделяли
пептиды и измеряли их удельную радиоактивность. Таким спо-
собом можно найти р/Са нескольких групп одновременно, что и
было сделано для эластазы и химотрипсина.

В видоизмененном варианте этого метода измеряется ско-
рость обмена трития (из Т2О) с протоном, связанным с
С-2-атомом имидазольного кольца гистидина [18, 31, 32]. Кон-
станта скорости обмена зависит от состояния ионизации имида-
зола и является более высокой для непротонированной формы.
Описанный метод дополняет метод ЯМР, который также позво-
ляет измерять р/Са гистидина. Эти эксперименты весьма трудо-
емки, однако с их помощью можно однозначно идентифициро-
вать р/Са.

3. Влияние температуры, полярности растворителя
и ионной силы на рКа групп,
находящихся в составе фермента и в растворе

Полярные растворители стабилизируют ионы — электроста-
тические диполи растворителя взаимодействуют непосредствен-
но с ионами, а увеличение диэлектрической проницаемости сре-
ды уменьшает тенденцию этих ионов к реассоциации. Ионизация
нейтральной кислоты НА [уравнение (5.38)] при добавлении к
водному раствору слабо полярного растворителя подавляется
(табл. 5.4).

НА = А" + Н+. (5.38)

Таблица 5.4

Влияние органических растворителей на рК а при 25 °С*)

Циоксан,
%

0
20
45
50
70

Р*а

уксусная
кислота

4,76
5,29
6,31

8,34

трисб>

8,0
8,0
8,0
8,0
8,0

бензоиларгинин

3,34

4,59
4,60

глицин

- С О 2 Н

2,35
2,63
3,11

3,96

- N H +

3

9,78
9,29
8,49

7,42

а) Harned H. S., Owen В. В., The physical chemistry of electrolytic solution, Relnhold,
New York, 755-6 (1958); Inagami Т., Sturtevant J. M., Blochim. Blophys. Acta, 38, 64 (1960).

6> (HOCH2)8CNH2.
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С другой стороны, ионизация кислоты, несущей положительный
заряд (ВН+), нечувствительна к полярности растворителя, по-
скольку в равновесии не происходит изменения заряда.

вн+ = в + н+. (5.39)

Исследование влияния полярности растворителя на р/Са

группы, связанной с ферментом, не позволяет с определенностью
ответить на вопрос, какая кислота ионизируется — нейтральная
или несущая положительный заряд. Частично погруженная
вглубь белковой глобулы кислотная группа экранирована от
растворителя, и более существенным может оказаться электро-
статическое взаимодействие с другим группами белка. Напри-
мер, р/Са ацилфермента, образованного бензоиларгинином и
трипсином, почти не изменяется в смеси диоксан/вода в диапа-
зоне концентрации диоксана от 0 до 50% и лишь слегка возра-
стает, когда концентрация достигает 88% [33]. Казалось бы, это
должно соответствовать кислоте, несущей положительный заряд
(например, ионизирующемуся имидазолу), поскольку в этих
условиях рКа уксусной кислоты увеличивается приблизительно
на 6 единиц, однако результаты исследований методами ЯМР- и
ИК-спектроскопии указывают на то, что ионизируется карбок-
сильная группа Asp-102 [17, 18].

Аналогичным образом, хотя увеличение ионной силы приво-
дит к снижению р/Са карбоксильных групп в растворе, р/Са

Asp-52 и Glu-35 в лизоциме при увеличении ионной силы возра-
стает вследствие оказываемого ею влияния на поверхностный
заряд белка 125].

Энтальпия ионизации имидазольных групп в растворе со-
ставляет ~30 кДж-моль-1 (7 ккал-моль"-1), тогда как для кар-
боксильных групп эта величина пренебрежимо мала. Следует
иметь в виду, что на энтальпию ионизации оказывает большое
влияние изменение энтальпии образующих сольватную оболочку
молекул воды, поэтому данные, полученные для раствора, нель-
зя прямо переносить на случай частично погруженных в белко-
вую глобулу групп.

И. Аномальные значения рКа в ферментах

Известно много примеров, когда амины, находящиеся в фор-
ме основания, и карбоксильные группы в белках имеют ано-
мально высокий или низкий р/Са (табл. 5.5). Причины этого
явления крайне просты и объясняются особенностями микроок-
ружения. Если карбоксильная группа, например, аспартата в
системе с переносом заряда ос-литической протеазы или химо-
трипсина находится в среде с относительно низкой полярностью,
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Таблица 5.5

Некоторые аномальные значения рКЛ белковых групп

Фермент Остаток

Лизоцим
Комплекс лизоцима с гликолхитином
о-Литическая протеаза
Ацетоацетатдекарбоксилаза
Химотрипсин
а-Лактоглобулин

Glu-35
Glu-35
Asp
Lys (e-NH2)
Ile-16(a-NH2)
CO2H

6,5 [25]
~ 8,2 [25]
6,7 [17]
5,9 [6]
10,0 [11]
7,5 [201

то ее р/Са будет повышен, поскольку в этих условиях анионная
форма дестабилизируется. С другой стороны, если карбоксилат-
ион образует ионную связь с аммоний-ионом, то он будет стаби-
лизироваться положительным зарядом и станет более кислым.
И наоборот, если аминогруппа имеет неполярное окружение
(например, аминогруппа лизина в ацетоацетатдекарбоксилазе),
то ее протонирование подавляется и р/Са понижается. Аммоний-
ион, образующий в химотрипсине ионную связь с остатком
Ие-16, стабилизируется отрицательным зарядом карбоксилат-
иона; его депротонирование подавляется, и р/Са возрастает,
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ПРАКТИЧЕСКАЯ КИНЕТИКА

Одним из необходимых условий проведения любого кинети-
ческого исследования является наличие удобного метода изме-
рения скорости образования продуктов или скорости расходова-
ния субстратов. Для проведения подобных измерений использу-
ются самые разные методы, начиная с таких классических
методов, как манометрический, вискозиметрический и поляри-
метрический, и кончая самыми современными — ЯМР и ЭПР.
Однако наиболее широко применяются спектрофотометрия,
спектрофлуориметрия, автоматическое титрование, а также ме-
тоды с использованием субстратов, меченных радиоактивными
изотопами. В этой главе мы не будем рассматривать всех имею-
щихся методов, а остановимся только на самых распространен-
ных, да и то ограничимся лишь областью их применения и
практической стороной вопроса.

А. Кинетические методы

1. Спектрофотометрия

Многие соединения поглощают свет в ультрафиолетовой или
видимой областях спектра. Если интенсивность света, падающе-
го на раствор вещества, равна /о, интенсивность света, прошед-
шего через этот раствор, — /, то поглощение А равно

Л = lg (У/). (6.1)

Согласно закону Ламберта — Бэра,

А = гс1, (6.2)

где е — коэффициент поглощения (или экстинкции) данного со-
единения, с —его концентрация (обычно молярная), а / — оп-
тический путь, или толщина образца (в см).

Спектрофотометрический анализ особенно ценен для иссле-
дования природных хромофоров. Например, скорости реакций с
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участием многих дегидрогеназ можно измерить по скорости
появления NADH, регистрируя поглощение света с К = 340 нм
(е = 6,23- Ю'М-'см"1), поскольку NAD в этой области не погло-
щает. Иногда в таких исследованиях используют искусственные
субстраты, например в реакциях с участием эстераз — п-нитро-
фениловые эфиры, так как n-нитрофенолят-ион имеет максимум
поглощения при Я = 400 нм ( е = 1,8-104М-1 см-1).

Чувствительность метода зависит от коэффициента экстинк-
ции соединения; для соединения с е = 104 М-1 см-' предельное
его количество, которое еще можно определить, составляет
0,5 нмоль (имеется в виду обычный спектрофотометр, когда для
измерений необходимо по крайней мере 0,5 мл раствора, а по-
глощение должно составлять ~0,01).

Возможные источники ошибок

Чаще всего к ошибкам приводит невыполнение закона Лам-
б е р т а ^ Бэра. Такая ситуация возникает по ряду причин.
1. Концентрация хромофора настолько высока, что он агрегирует
или образует мицеллы; это сопровождается изменением коэффи-
циента поглощения. 2. При высоком фоновом поглощении погло-
щается так много света, что проходящий через монохроматор
свет с другими длинами волн становится существенным («по-
бочный свет»). 3. Ширина щели монохроматора слишком вели-
ка, и на образец попадает свет с длинами волн, лежащими вне
полосы поглощения хромофора. 4. Раствор мутный и рассеивает
свет.

2. Спектрофлуориметрия

Некоторые соединения способны поглощать свет, а затем
испускать его (но уже с большей длиной волны). Это явление
называется флуоресценцией. Эффективность процесса характе-
ризуется квантовым выходом q, который равен отношению числа
испускаемых квантов к числу поглощаемых (q всегда меньше
единицы). К природным флуорофорам относится NADH, погло-
щающий свет с К = 340 нм, а испускающий — с к = 460 нм,
Основной флуорофор в белках — триптофан — поглощает в об-
ласти 275—295 нм, а испускает свет с % = 330—340 нм. Слабо
флуоресцирует в этой же области и тирозин. В основе многих
синтетических субстратов эстераз, фосфатаз, сульфатаз и гли-
козидаз лежит 4-метилумбеллиферон — сильно флуоресцирую-
щее производное фенола.

Теоретически спектрофлуориметрия примерно в 100 раз чув-
ствительнее спектрофотометрии. Флуоресценция измеряется под
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прямым углом к пучку падающего света. Изменение интенсив-
ности возбуждающего света, скажем, на 5% изменяет интенсив-
ность флуоресценции на те же5%. При спектрофотометрическом
анализе измеряются небольшие изменения интенсивности про-
шедшего света, и здесь любые флуктуации в интенсивности
падающего света усиливаются; изменение ее на 5% эквивалент-
но изменению поглощения на 0,02 единицы.

Хотя интенсивность флуоресценции пропорциональна интен-
сивности возбуждающего света, невозможно до бесконечности
уменьшать концентрацию флуоресцирующего соединения, ком-
пенсируя это уменьшение увеличением интенсивности возбуж-
дающего света. Это связано с наличием рассеяния света — рэ-
леевского, при котором рассеянный свет имеет ту же длину
волны, что и падающий, и рамановского, при котором длина
волны рассеянного света иная; все это существенно уменьшает
интенсивность падающего света. Кроме того, при высокой ин-
тенсивности возбуждения исследуемое соединение может под-
вергаться фотолизу.

Некоторые свойства флуоресценции

Флуоресценция наблюдается в том случае, когда фотон по-
глощается соединением (которое переходит в возбужденное со-
стояние с временем жизни ~ 10 не), а затем испускается
им. Однако молекула, находящаяся в возбужденном состоянии,
может потерять свою энергию, столкнувшись с другой молеку-
лой (например, с иодид-ионом) или передав энергию другой
группе той же молекулы. В таких случаях говорят, что про-
изошло тушение флуоресценции. Исследование тушения флуо-
ресценции триптофана в составе белка при связывании субстра-
тов является весьма ценным способом оценки степени связыва-
ния. Интенсивность флуоресценции может не только умень-
шаться, но и увеличиваться. Например, соединение, лишь слабо
флуоресцирующее в водном растворе, зачастую интенсивно
флуоресцирует при переносе в неполярную среду. Таким свой-
ством обладают, например, красители толуидин- и нафталин-
сульфоновые кислоты — при связывании в гидрофобных карма-
нах белков они начинают сильно флуоресцировать. Интересно,
что, если эти красители связываются в молекуле белка рядом с
триптофановым остатком, они могут возбуждаться светом, по-
глощенным триптофаном, т. е. светом с к = 275—295 нм, в ре-
зультате переноса энергии с триптофана на краситель. В воде
триптофан и NADH флуоресцируют слабо, однако их флуорес-
ценция усиливается, когда они находятся в неполярных обла-
стях молекулы белка.

При возбуждении небольших молекул плоскополяризован-
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ным светом испускается неполяризованный свет, поскольку в
растворе эти молекулы непрерывно вращаются, причем время
вращательной релаксации значительно меньше времени жизни
возбужденного состояния. Однако крупные молекулы вращают-
ся медленно. Согласно эмпирическому правилу, время враща-
тельной релаксации в наносекундах приблизительно равно мо-
лекулярному весу в тысячах дальтон (химотрипсин с мол. весом
25 000 имеет время вращательной релаксации около 20 не).
Свет, испускаемый группами, которые являются частью молеку-
лы белка или связаны с ней, будет частично плоскополяризован-
ным, если они вращаются с такой же скоростью, как и вся мо-
лекула. Данное свойство можно использовать для изучения по-
движности различных групп.

Возможные источники ошибок

Обычно источником ошибок является тушение флуоресцен-
ции. Оно может быть обусловлено попаданием в раствор посто-
ронних примесей (например, иодида калия), но чаще всего имеет
место концентрационное тушение, наблюдающееся в том случае,
когда флуорофор или лиганд сильно поглощают свет и умень-
шают интенсивность возбуждающего или испускаемого света.
Так, если поглощение раствора равно А, то средняя интенсив-
ность возбуждающего света в кювете будет [согласно урав-
нению (6.1)] равна

7 = / 0 - Ю""'2. (6.3)

Истинную интенсивность флуоресценции можно вычислить, ис-
ходя или из этого уравнения, или из более сложного, куда
введены соответствующие поправки, а также с помощью стан-
дартных кривых [1].

3. Автоматизированные спектрофотометрические
и спектрофлуориметрические методы

Наиболее удобно проводить спектроскопический анализ в
том случае, когда продукты и реагенты имеют разные спектры и
могут непосредственно регистрироваться; в этом случае дости-
гается и наивысшая точность. Методы, основанные на окраши-
вании реакционной смеси с помощью специальных реагентов
(например, окрашивание аминокислот нингидрином), можно
автоматизировать, используя насос, смешивающий реагенты в
требуемых соотношениях и пропускающий раствор через ячейку
спектрофотометра или флуориметра (рис. 6.1). При этом иссле-
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дования становятся менее трудоемкими, а получающиеся дан-
ные— значительно более воспроизводимыми и точными.

л».

PC

-Вывод

з,

UXWJ

h
W

СФг-

1

Рис. 6.1. Автоматическое устройство для анализа аминокислот, образующихся
в ходе реакции и окрашиваемых нингидрином. Перистальтический насос (П)
смешивает нингидрин (Н) с гидразином (Г) и азотом. (В проточной трубке
образуются пузырьки азота и разделяют жидкость на несмешивающиеся друг
с другом последовательные участки.) Гидразин и нингидрин интенсивно пере-
мешиваются в первом змеевике, образуя активный аналитический раствор.
Затем этот раствор смешивают и инкубируют с реакционной смесью (PC)
в змеевике 3\ при 95 °С в течение 20 мин., в результате чего смесь окраши-
вается. После охлаждения до 25 °С в змеевике Зг пузырьки азота удаляют
через специальное устройство (Д), реакционную смесь пропускают через про-
точную ячейку спектрофотометра (СФ) и измеряют поглощение раствора.
Объем каждой порции смешиваемого раствора зависит от диаметра трубки.
Тот же перистальтический насос откачивает раствор из ячейки прибора. Диа-
метр выводящей трубки существенно меньше суммы диаметров трубок, через
которые все компоненты смеси поступают в ячейку, поэтому часть раствора
и пузырьки азота с силой выбрасываются через устройство Д. [Fersht A. R.,
Renard M., Biochemistry 13, 1416 (1974); Lenard J., Johnson S. L., Hyman R. W.,

Hess G. P., Anal. Biochem., 11, 30 (1965), с изменениями.]

4. Использование сопряженных реакций

Реакции, в ходе которых не образуются окрашенные или
флуоресцирующие соединения, могут быть сопряжены с другими
ферментативными реакциями, позволяющими получать такие
соединения. Многие из этих реакций идут с образованием или
расходованием NADH. Образование пирувата можно связать с
превращением NADH в NAD с помощью лактатдегидрогеназы:

Лактатдегидрогеназа

Пируват + NADH ~ Лактат + NAD. (6.4)

Образование же АТР можно связать с реакцией (6.4) с по-
мощью пируваткиназы, как будет показано ниже. Для определе-
ния фосфофруктокиназы можно воспользоваться следующей
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совокупностью реакций:

Г6Р . ,АТР . . P j r .- " " Ч • Lac

FDP
)\ } \ NADH NAE

d * A D P ' . V F . P

PFK РК

(F6P — фруктозо-6-фосфат, FDP — фруктозо-1,6-дифосфат,
Руг — пируват, PEP — фосфоенолпируват, PFK— фосфофрукто-
кинанза, РК — пируваткиназа, LDH — лактатдегидрогеназа).

Другой метод исследования фосфофруктокиназы основан на
превращении фруктозодифосфата в диоксиацетонфосфат и гли-
церальдегид-3-фосфат с участием альдолазы, изомеризации
триозофосфатов с помощью триозофосфатизомеразы и последу-
ющем измерении количества образовавшегося NADH в ходе
реакции окисления глицеральдегидфосфата глицеральде-
гид-3-фосфат—дегидрогеназой.

5. Автоматическое титрование кислоты или основания

Гидролитическую реакцию, в ходе которой происходит вы-
свобождение кислоты, удобно исследовать с помощью титрова-
ния основанием. Лучше всего использовать для этого автомати-
ческое титрование с применением рН-стата, когда рН раствора,
регистрируемый стеклянным электродом, поддерживается по-
стоянным благодаря добавлению основания с помощью шприца,
управляемого электронным устройством. Объем, в котором
протекает реакция, составляет всего 1 мл, а минимальное коли-
чество основания, которое можно зарегистрировать, равно
~50 нмоль (5—10 мкл раствора основания с концентрацией
5-Ю"3—1-Ю"2 М). Обычно источником ошибок здесь является
изменение рН раствора под действием растворенного СОг.

6. Применение радиоактивных изотопов

Наиболее чувствительные методы анализа основаны на ис-
пользовании радиоактивных субстратов. Объем реакционной
смеси составляет в этом случае всего 20—100 мкл.

Радиоактивность измеряется в кюри (Ки); 1Ки =
= 2,22-1012 расп-мин-1. На практике ее характеризуют числом
импульсов в 1 мин. Для измерения радиоактивности используют
сцинтилляционные счетчики, способные регистрировать излуче-
ние, испускаемое радиоактивными изотопами 3Н, 1 4С, 3 5S и 3 2 Р .
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Эти изотопы при распаде испускают Р-частицы (электроны),
которые вызывают свечение сцинтиллятора, регистрируемое фо-
тоумножителем (см. приложение). Эффективность счета при
низкоэнергетическом излучении, испускаемом изотопом 3Н, со-
ставляет 15—40%, а для изотопов 14С, 35S и 3 2 Р эта величина
достигает 80%. Благодаря тому что энергетический спектр излу-
чения 3Н существенно отличается от спектров излучения других
изотопов, распад 3Н можно регистрировать в их присутствии,
проводя измерение радиоактивности в разных областях энерге-
тического спектра (опыты с двойной меткой) (табл. 6.1.).

Таблица 6.1

Некоторые часто использующиеся радиоактивные изотопы

Изотоп

1 4 С

Зн3 5 S

32р
125J
131]

7 6 Se

Период
полураспада

5730 лет
12,35 лет
87,4 сут
14,3 сут
60 сут
8,06 сут

120 сут

Удельная ак-
тивность при
100%-ном обо-

гащении,
Ки-моль~'

62,4
2,9-104

1,49- 106

9,13- 10е

2,18 • 10е

1,62 • 107

1,09 • 10е

Тип излучения

Р-частицы
Р-частицы
Р-частицы
Р-частицы
Y-лучи
р-частицы
и у-лучи

Y-лучи

Максимальная
энергия излу-
чения, МэВ

0,156
0,0186
0,167
1,709

0,247—0,806

Излучение изотопа 3 2Р характеризуется настолько высокой
энергией, что его можно регистрировать без сцинтиллятора,
используя эффект Черенкова. При прохождении через воду или
полиэтиленовую ампулу электроны движутся так быстро, что

Таблица 6.2

Некоторые меченные радиоактивными изотопами субстраты,
имеющиеся в Радиохимическом центре (Amersham)

Субстрат

Метионин (обогащение 90%)
[Ме3Н] Метионин
[35S] Метионин

— - А т р

Удельная
активность,
Ки-моль~'

280
8 • 103

3-Ю6

1,5-Ю6

Чувствитель-
ность, пмольа)

0,1
0,01

1 • 10"<
2 • 10""

а) Определяется исходя из того, что минимальное число импульсов в
минуту, которое можно зарегистрировать, равно 50.
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спонтанно испускают фотоны, которые удается регистрировать с
эффективностью порядка 40% с помощью счетчика с открытым
окном. Этот эффект был использован для подсчета числа распа-
дов изотопов 3 2 Р и 14С, одновременно присутствующих в образ-
це, сначала с помощью излучения Черепкова, а затем повтор-
ным подсчетом в присутствии сцинтиллятора.

Чувствительность методов с использованием радиоактивных
изотопов зависит от удельной активности препарата (табл. 6.2).
Иногда удается обнаружить соединение, когда его количество не
превышает 10~17 моль, что на 6—7 порядков меньше, чем мини-
мальное количество, которое можно зарегистрировать спектро-
фотометрически.

Возможные источники ошибок

а. Тушение. Излучение трития настолько слабое, что прак-
тически целиком поглощается фильтровальной бумагой, хрома-
тографической пластинкой, на которой адсорбирован образец,
или осадком. Излучение изотопа 14С регистрировать легче, но
иногда максимум энергетического спектра смещается в сторону
меньших энергий. Следует иметь в виду, что окрашенные соеди-
нения или древесный уголь могут поглощать свет, испускаемый
сцинтиллятором.

б. Перенос 3Н. В ряде случаев тритий переносится с суб-
страта на растворитель или белок. В связи с этим, а также имея
в виду сказанное выше, лучше использовать другой изотоп —
14С, хотя более высокая удельная активность и относительно
небольшая стоимость соединений, меченных тритием, часто ком-
пенсируют указанные недостатки.

в. Другие источники ошибок. Вода уменьшает эффектив-
ность счета, поэтому она должна присутствовать в образцах в
строго фиксированном количестве. Иногда к артефактам приво-
дит добавление основания. Необходимо также иметь в виду, что
освещение сцинтнлляторов вызывает их фосфоресценцию, кото-
рая может длиться несколько минут.

Разделение продуктов реакции

Совершенно очевидно, что для исследования той или иной
реакции необходимо отделить продукты от исходных реагентов,
а затем измерить радиоактивность. Весьма удобными методами
разделения являются хроматография и высоковольтный элект-
рофорез, поскольку бумагу можно разрезать на полоски и точно
измерить их относительную радиоактивность. Еще удобнее ис-
пользовать для избирательной адсорбции или выделения нуж-
ного соединения прокладку из фильтра Например, меченую АТР
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можно адсорбировать на древесном угле, который затем соби-
рается на стеклянном фильтре, или на диске, содержащем дре-
весный уголь. Для избирательной адсорбции анионов использу-
ются фильтры из диэтиламмонийметилцеллюлозы, а катионов —
фильтры из карбоксиметилцеллюлозы. Белки и любые прочно
связанные с ними лиганды часто адсорбируют на фильтрах из
нитроцеллюлозы. Ковалентно меченные белки или полинуклео-
тиды можно осадить кислотой и собрать на стеклянном фильтре
(если образуется плотный осадок) или на нитроцеллюлозе (если
осадок рыхлый). Эти фильтры не уменьшают эффективности
регистрации излучения 14С и 3 2 Р .

Б. Графическое представление кинетических данных

1. Экспоненты

а. Простая экспонента

Для реакции первого порядка

А - ^ В (6.5)

концентрация вещества В в момент времени t, [B]t, связана с
конечной концентрацией 1В]оо соотношением

[ В ] , - [ В ^ П - е х р (-*/)], (6.6)
или

in([B]o o-[B]<) = l n [ B ] o o - ^ (6.7)
[сравните с уравнением (4.5)]. Обычно k находят из графика,
построенного в координатах {t; ln([B]oo— [В]*)}. Использова-
ние этой анаморфозы требует предварительного определения
предельной концентрации [В]оо; следует отметить, что неболь-
шие отклонения в оценке этой величины не будут приводить
к существенным искажениям параметров, которые определяются
из прямой, проведенной с помощью метода наименьших квад-
ратов.

б. Метод Гуггенгейма

В тех случаях, когда не удается найти предельное значение
1В], можно воспользоваться методом Гуггенгейма [2], исполь-
зуя зависимость

1п ([вЬ+м~[В],) = const ~kt. (6.8)

Константа k определяется из графика, построенного в коорди-
натах {t; 1п([В](+Д( — [В]/)}, где А̂  — постоянный отрезок вре-
мени, составляющий по крайней мере два-три периода полу*
превращения.
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в. Разность экспонент

Найти константы скорости для процесса, описываемого
уравнением

[В] = X {ехр ( - kit) - ехр ( - k2t)} (6.9)

[сравните с уравнением (4.29)], относительно просто, если одна
из констант скорости в 5—10 раз больше другой. Используя

ln[B]

-2-

F
0,02 0,04 0,06

Время, с

0,2 0,4- 0,6

Время, с
0,8 1х0

Рис. 6.2. Графический метод анализа кинетики реакции, подчиняющейся урав-
нению (6.9). График построен в координатах {t; In [В]}. Константа скорости
медленного процесса определяется из наклона линейного участка кривой,
когда быстрый процесс уже завершился. Константа скорости быстрого про-
цесса определяется из графика зависимости 1пД (разность между значением
концентрации В в данный момент времени и значением, полученным экстра-
поляцией линейного участка, как показано на рисунке) от времени, построен-
ного по начальным точкам кривой. Для рассматриваемого примера константы

скорости равны 20 и 2 с~'.

точки кривой, соответствующие временам t, в 5—10 раз превы-
шающим время полупревращения для первого процесса, строят
по ним в полулогарифмическом масштабе прямую, которая от-
носится только ко второму процессу, поскольку первый уже
завершился. Затем подставляют полученные данные в уравнение
(6.9) и находят константу скорости более быстрого процесса.
Часто эта процедура выполняется графически, как показано на
рис. 6.2. Если константы скорости разделить таким способом не



ПРАКТИЧЕСКАЯ КИНЕТИКА 201

удается, проще попытаться изменить их соотношение, изменив
условия проведения реакции, чем прибегать к методу наимень-
ших квадратов.

2. Реакции второго порядка

А + В Л . с. (6.10)

Кинетику реакций второго порядка удобнее всего анализи-
ровать, если «превратить» их в реакции псевдопервого порядка,
приняв, что концентрация одного из реагентов намного выше
концентрации другого. При [А] 3> [В] концентрация А за время
реакции практически не изменяется и, следовательно,

d [C]/dt = - d [B]/d/ = k2 [A]o [B]. (6.11)

Исчезновение В и накопление С представляет собой реакцию
первого порядка с константой скорости псевдопервого порядка
k2 [А] о. Построение графиков для серии таких реакций, имеющих
разные значения [А]о, позволяет определить k2.

Когда начальные концентрации веществ А и В близки, ана-
литическое решение кинетического уравнения имеет вид

(in [А]о [В]/[В]0 [А])/([В]0 - [А]о) = Ы (6.12)

которое трудно представить в графической форме. Однако ситу-
ация существенно упрощается, если [А] о =[В]о. В этом случае
аналитическое решение имеет вид

= Ы (6.13)

Это простое уравнение достаточно точно выполняется, даже
когда начальные концентрации не совсем равны друг другу.
В этом случае вместо [А]о в уравнении (6.13) следует исполь-
зовать среднее между значениями [А] о и [В]о.

3. Кинетика Михаэлиса — Ментен

Несмотря на то что в последнее время для приведения экс-
периментальных данных к виду, соответствующему интеграль-
ной форме уравнения Михаэлиса — Ментен, очень широко при-
меняется ЭВМ и это даже стало чем-то вроде моды, лучше всего
для определения kcat, kcat/Км и Км использовать классический
подход, заключающийся в измерении начальных скоростей (т.е.
при глубине превращения до 5%) и построении такого графика,
как график Эди — Хофсти [уравнение (3.29)] [3—5]. Измере-
ния скорости целесообразно проводить при следующих концент-
рациях субстрата: 8/(м, 4/См, 2Км, Км, 0,5/См, 0,25/См, 0,125/(м.
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В. Определение констант диссоциации
фермент-субстратных комплексов

1. Кинетика

Как указывалось в гл. 3, /См для ферментативных реакций не
всегда равна константе диссоциации фермент-субстратного ком-
плекса; она может быть меньше или больше этой величины в
зависимости от того, происходит накопление промежуточных
соединений или выполняется механизм Бриггса — Холдейна.
Чтобы на основании результатов стационарной кинетики опре-
делить константы диссоциации фермент-субстратных комплек-
сов, необходимо либо вводить какие-то допущения о механизме
реакции, либо постараться получить дополнительные данные.
Более ценную информацию дает предстационарная кинетика,
поскольку в этом случае стадии химического превращения суб-
страта и стадии связывания часто можно разграничить.

Константы диссоциации для конкурентных ингибиторов лег-
ко определить из опытов по ингибированию, используя уравне-
ние (3.32). Это уравнение выполняется независимо от того, яв-
ляется ли К/л истинной константой диссоциации для субстрата.
Сначала следует показать, что ингибирование является конку-
рентным; для этого определяют кажущуюся константу /См для
субстрата при различных концентрациях ингибитора, а затем из
уравнения (3.32) рассчитывают Ki. Значительные изменения в
/См получены только при относительно высоких концентрациях
ингибитора.

2. Равновесный диализ

Этот метод позволяет прямо измерить концентрацию свобод-
ного и связанного с ферментом лиганда. Раствор фермента (и
лиганда) отделяют от раствора лиганда при помощи полупро-
ницаемой мембраны, через которую могут проходить только
небольшие молекулы. После установления равновесия, отобрав
пробу из ячейки, содержащей белок, определяют сумму концен-
траций свободного и связанного лиганда; анализ пробы из дру-
гой ячейки дает концентрацию только свободного субстрата.
Измерения можно проводить, используя лиганды, меченные ра-
диоактивными изотопами, и ячейки объемом всего 20 мкл. Для
анализа отбирают три образца по 5 мкл. Однако, поскольку для
достижения равновесия даже при работе с самыми крупнопори-
стыми мембранами требуется по крайней мере 1—2 ч, этот метод
непригоден для исследования нестабильных лигандов и фермен-
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Рис. 6.3. Принцип равновесного диализа.

Рис. 6.4. Микроячейки для равновесного диализа [Englund P. Т., Huber-
man J. A., Jovin Т. М., Kornberg A., J. biol. Chem., 244, 3038 (1969).] Полу-
проницаемую мембрану помещают между двумя ячейками из плексигласа и
скрепляют их. Изображенное устройство имеет два типа ячеек; меньшие по
размеру половинки ячеек могут крепиться к любому торцу центрального

блока.
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Рис. 6.5. Микроячейки, изображенные на рис. 6.4, смонтированные на вра-
щающемся барабане для помещения их в термостат.
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тов. Для проведения быстрых измерений используется метод
неравновесного диализа [6], который основан на измерении
скорости диффузии лиганда через мембрану из отсека, где он
находится вместе с ферментом, в зависимости от концентрации.
Связывание замедляет скорость диффузии.

3. Равновесная гель-фильтрация [7]

Некоторые гели (например, сефадекс и биогель) имеют поры
такого размера, что в них вполне могут поместиться небольшие
лиганды, тогда как для белковых молекул эти поры слишком
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Рис. 6.6. Экспериментальные кривые, полученные при гель-фильтрации. А. Ту-
беркулиновый шприц объемом 1 мл содержал 109 мкМ раствор [иС]валина
(О) или 109 мкМ раствор ["С]валина и 4 мМ раствор АТР (•). К этим
растворам было добавлено 100 мкл 25 мкМ раствора валил-тРНК—синтетазы.
Стехиометрия связывания аминокислоты составляла 0,8 и 1,1 соответственно.
Обратите внимание, что пик и впадина разделены плато, расположенным на
уровне базовой линии; это означает, что опыт поставлен методически кор-
ректно. Б. При связывании ферментом [v32P] ATP и валина часть меченой
АТР гидролизуется, давая [82Р]ортофосфат, который проходит через колонку.
быстрее, чем [у"Р] АТР; это приводит к артефакту — появлению двойного

пика.

малы. Если заполнить хроматографическую колонку одним из
таких гелей и пропускать через нее раствор белка и лиганда, то
белок будет проходить через колонку быстрее лиганда, посколь-
ку последний проникает внутрь частиц геля и задерживается в
них, тогда как белок перемещается между этими частицами.
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При проведении равновесной гель-фильтрации колонку уравно-
вешивают раствором лиганда и наносят образец фермента,
уравновешенный буферным раствором. Проходя через колонку,
белок связывает лиганд и перемещает его с такой же скоростью,
с какой движется сам. В результате положение пика, соответ-
ствующего выходу лиганда из колонки, совпадает с положением
пика, отвечающего белку, тогда как впадина на кривой нахо-
дится в области, обычно занимаемой небольшими молекулами.
Площадь под пиком равна площади впадины и соответствует
количеству связанного лиганда.

Достоинство этого метода состоит в том, что фермент нахо-
дится в контакте с данной молекулой лиганда очень недолго, и,
следовательно, метод может использоваться в тех случаях, ког-
да фермент медленно гидролизует лиганд. Еще одним преиму-
ществом данной методики является то, что имеющиеся гели
позволяют разделять молекулы по размерам; это, например,
дает возможность исследовать связывание тРНК (мол. вес
25 000) аминоацил-тРНК—синтетазой (мол. вес 100 000) [8].

Рассмотренный метод позволяет работать с микроколиче-
ствами препаратов. При связывании небольших лигандов удоб-
но использовать туберкулиновый шприц объемом 1 мл, запол-
ненный сефадексом G-25. В шприц вводят образец объемом
100 мкл и каждую каплю (объемом 35—40 мкл) собирают в
пробирку. Для измерения объема капель их втягивают в шприц.
Однако при разделении белка и крупного лиганда приходится
использовать колонки значительно большего размера (типичный
пример — колонка размером 0,7 X 18 см, применяющаяся для
разделения тРНК и тРНК—синтетазы).

Возможные источники ошибок

Для правильной постановки эксперимента необходимо, чтобы
а) базовая линия оставалась постоянной; б) между пиком и
впадиной находилось плато, расположенное на уровне базовой
линии (это означает, что лиганд и белок существенно различа-
ются по подвижности) и в) площадь пика была равна площади
впадины. (Поскольку очень трудно приготовить точно такой же
раствор фермента и лиганда, как раствор лиганда в уравнове-
шивающем буфере, целесообразно провести анализ аликвоты
раствора фермента перед его нанесением на колонку с тем,
чтобы внести необходимые поправки в площадь впадины.)

Причиной артефактов может быть задержка лиганда на ко-
лонке, обусловленная, например, связыванием лиганда с гелем
(как в случае ATP, ADP и AMP, которые связываются с сефа-
дексом). Из-за более высокой подвижности фосфата и пирофос-
фата, образующихся при гидролизе [v32P] ATP, появляются
дополнительные пики и впадины (рис. 6.6).
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4. Ультрацентрифугирование

Связывание небольшого полимера с более крупным (напри-
мер, тРНК с аминоацил-тРНК.—синтета-зой) нельзя исследовать
методом равновесного диализа, а для равновесной гель-фильт-
рации требуются относительно большие объемы. В этом случае
используют метод аналитического центрифугирования, позволя-
ющий работать с объемами 100—200 мкл. Ячейку центрифуги

I

I

TPHK

Фермент тРНК
(л-Фермент)

тРИК

Седиментация—*-

Рис. 6.7. Седиментация смеси тРНК и аминоацил-тРНК—синтетазы. Комплекс
фермента с тРНК осаждается быстрее свободной тРНК. Свободный фермент
и его комплекс с тРНК осаждаются вместе, поскольку находятся в состоянии

быстро устанавливающегося равновесия.

заполняют раствором, содержащим смесь, скажем, тРНК и ами-
ноацил-тРНК—синтетазы, и измеряют поглощение УФ-света
связанной и свободной тРНК непосредственно в ходе седимента-
ции. Комплекс фермента с тРНК, имеющий более высокий мо-
лекулярный вес, осаждается быстрее свободной тРНК, давая
четкую границу поглощения, перемещающуюся по мере осажде-
ния комплекса (рис. 6.7) [9]'.

1 Метод ультрацентрифугирования может быть использован и для изу-
чения связывания фермента с высокомолекулярным субстратом (например,
для изучения связывания фосфорилазы гликогеном; Чеботарева Н. А., Лисов-
ская Н. П., Курганов Б. И., Молекул, биология, 13, 228—236, 1979). — Прим.
ред.
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5. Фильтрование [10]

Многие белки, связанные с каким-либо медленно отщепляю-
щимся лигандом, адсорбируются на фильтрах из нитроцеллю-
лозы, тогда как свободный лиганд такими фильтрами не удер-
живается. В некоторых случаях это дает исследователю очень
экономичный метод анализа связывания. С его помощью полу-
чено много ценных данных о присоединении нуклеиновых кислот
к белкам. Отметим возможные источники ошибок при использо-
вании фильтрования: часто связывание осуществляется менее
чем на 100%; фильтры могут отличаться от партии к партии и
насыщаться при довольно низких концентрациях белка.

6. Спектроскопические методы

За исключением ЯМР, с помощью которого удается измерить
концентрации свободного и связанного лиганда, спектроскопи-
ческие методы обычно не позволяют прямо определить число
связанных молекул лиганда. При связывании лиганда в спектре
происходят изменения, позволяющие найти лишь долю связан-
ного белка, и, не имея дополнительной информации, нельзя
установить число присоединившихся молекул лиганда. Типич-
ным примером такого рода является изменение в спектре флуо-
ресценции белка или в спектре флуоресценции или поглощения
лиганда, вызываемое присоединением лиганда к ферменту.
Обычно в таких опытах добавляют возрастающие количества
лиганда к относительно разбавленному раствору белка и строят
график зависимости изменения какого-либо параметра спектра
от количества добавленного лиганда. Если связываемый лиганд
не является хромофором, то исследуют конкурентное ингибиро-
вание процесса присоединения лигандов-хромофоров.

7. Титрование

Если константа диссоциации комплекса достаточно мала,
можно определить число эквивалентов лиганда, которое вызы-
вает максимальное изменение в спектре; это максимальное из-
менение имеет место в том случае, когда заняты все центры
связывания. Например, к раствору белка, концентрация которо-
го по крайней мере в 10 раз больше константы диссоциации,
добавляются возрастающие количества субстрата. Для установ-
ления стехиометрии строят график, представленный на рис. 6.8.

Другой метод титрования предложен Джобом [11].
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Рис. 6.8. Спектрофотометрическое титрование метгемоглобина (MetHb) инози-
толгексафосфатом (IHP). При 512 и 649 нм поглощение комплекса увели-
чивается, а при 640, 618, 588 и 559 нм остается постоянным. Концентрация
метгемоглобина в расчете на тетрамер (20 мкМ) примерно в 14 раз превы-
шает константу диссоциации (1,4 мкМ) этого комплекса. Точка пересечения
касательной к начальному участку кривой с плато дает стехиометрию связы-
вания (в данном случае 1). Заметим, что этот простой метод нельзя ис-
пользовать, если начальная концентрация белка не очень сильно превышает
константу диссоциации, поскольку предполагается, что весь лиганд связы-

вается белком сразу после добавления.

Г. Графическое представление данных по связыванию

1. Наличие одного центра связывания
в молекуле фермента

Связывание лиганда с одним центром молекулы белка опи-
сывается следующими уравнениями:

EL + = ^ E + L, (6.14)- E + L,
5 = [E][L]/[EL], (6.15)
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где [Е] и [L] — концентрации свободного фермента и лиганда
соответственно.

Вводя полную концентрацию фермента [Е] о, получаем

tfs). (6.16)

Уравнение (6.16) аналогично уравнению Михаэлиса — Мен-
тен и может использоваться аналогичным образом. Удобным
способом графического представления данных является по-
строение графика, аналогичного графику Эди:

[EL] = [E]O-/CS([EL]/[L]). (6.17)

Построение графика в координатах {[EL]/[L]; IEL]} дает зна-
чение Ks.

Уравнение (6.17) нельзя использовать для непосредственного
анализа спектроскопических данных, поскольку концентрация
EL неизвестна. Однако, поскольку эта величина обычно прямо
пропорциональна изменению определенного параметра спектра,
можно написать, что

AF = AFmax-Ks(A/7[L]), (6.18)

где AF — изменение этого параметра при добавлении лиганда к
раствору белка до конечной концентрации [L]. График в коор-
динатах {AF/fL]; AF} дает Ks и &Fm3X — изменение параметра
при переходе всего белка в связанное состояние1.

2. Наличие нескольких центров связывания

а. Идентичные центры

Если молекула белка имеет п идентичных, не взаимодей-
ствующих друг с другом центров, то уравнение (6.17) можно
преобразовать к виду

v = «-/Cs(v/[L]), (6.19)

где v — число молей лиганда, связанных с одним молем белка.
Из графика, построенного в координатах {v/[L]; v} (график
Скэтчарда), можно найти стехиометрию (л) и константу Ks-

1 Особый случай спектрофлуориметрического титрования при сопостави-
мых концентрациях фермента и лиганда, когда величины [Е]о и Д/̂ пах не-
известны, проанализирован в следующих работах: Курганов Б. И., Гуре-
вич В. М., Сугробова Н. П., Яковлев В. А., Молекул, биология, 6, 698—704,
1972; Курганов Б. И., Сугробова Н. П., Яковлев В. A., FEBS Letters, 19,
308—310, 1972. — Прим. ред.
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Неидентичные центры

Если в молекуле белка имеется два типа центров, один —
сильно связывающий, а другой — слабо, то график Скэтчарда
будет состоять из двух частей, относящихся к связыванию с
разными центрами. Определить значения Ks из таких графиков
можно только в том случае, если эти константы различаются по
крайней мере в 10 раз.

Приложение: сцинтилляторы

1. ВВОТ. Хотя этот смешивающийся с водой сцинтиллятор
уступает по емкости раствору Брэя [12], его проще приготовить
и он не портится при стоянии на свету. В нем может присут-
ствовать до 1 % воды. Два литра сцинтиллятора содержат 9 г
ВВОТ (2,5-быс-[5'-г/7ег-бутилбензоксазолил-(2')]-тиофена),
1,51 г толуола и 0,51 г метоксиэтанола.

2. РРО/РОРОР. Фильтры из нитроцеллюлозы можно пря-
мо погружать в этот не смешивающийся с водой сцинтиллятор.
Состав сцинтиллятора: 2,5 л толуола, 12,5 г РРО (2,5-дифенил-
оксазола) и 0,75 г РОРОР (1,4-бнс-[2 (5-фенилоксазолил)] бен-
зола).
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ПРИМЕРЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ
КИНЕТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ МЕХАНИЗМА
ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТОВ

Механизм ферментативной реакции можно считать полно-
стью установленным, если охарактеризованы все промежуточ-
ные соединения, комплексы и конформационные состояния фер-
мента и определены константы скорости их взаимопревращений.
Таким образом, задача исследователя состоит в установлении
числа и последовательности промежуточных соединений и про-
цессов, выяснении их природы (т. е. в установлении, образуются
ли промежуточные соединения с ковалентными связями или
имеют место конформационные изменения), в измерении кон-
стант скорости и (исходя из анализа их рН-зависимости) в
определении степени участия в катализе кислых и основных
групп. Исследователь должен установить химическую природу
промежуточных соединений, выяснить, в ходе каких превраще-
ний они образуются и распадаются, и определить тип катализа.
Все эти результаты вместе с данными рентгеноструктурного ана-
лиза и теоретическими расчетами позволят полностью описать
механизм данной реакции.

Рассмотрим ряд методов обнаружения промежуточных со-
единений и описания путей реакции на примере процессов, ка-
тализируемых некоторыми хорошо изученными ферментами.

А. Возможности предстационарной и стационарной
кинетики

Часто можно услышать, что кинетика не в состоянии дока-
зать правильность предложенного механизма, но зато всегда
может исключить альтернативные механизмы. Это утверждение,
несомненно, справедливо для стационарной кинетики, когда из-
меряются только скорости появления продуктов или исчезнове-
ния реагентов, но оно не распространяется на предстационарную
кинетику. Если промежуточные соединения можно регистриро-
вать и, таким образом, определить скорость их образования и
исчезновения, исследователь в состоянии доказать адекватность
данного механизма. В этом заключается главная сила предста-
ционарной кинетики; фермент берется в количествах, сравнимых
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с количеством субстрата, и исследуются события, происходящие
на самом ферменте. Конечно, и в этом случае некоторые проме-
жуточные соединения могут остаться неидентифицированны-
ми — либо из-за того, что они не накапливаются, либо из-за того,
что не дают вклад в изменение спектров или просто имеют
слишком малые времена превращения, чтобы их можно было
зарегистрировать. И тем не менее общий ход реакции можно
проследить достаточно строго с помощью предстационарнои ки-
нетики. Основная слабость стационарной кинетики состоит в том,
что получаемые данные всегда являются неоднозначными. Ста-
ционарная кинетика не дает прямой информации относительно
числа промежуточных соединений и поэтому всегда оперирует
минимальным числом этих соединений. Это не означает, что
предстационарная кинетика должна вытеснить стационарную;
скорее следует использовать сочетание этих двух подходов.
Стационарная кинетика становится значительно более мощным
инструментом, если с помощью предстационарнои кинетики по-
лучена информация о промежуточных соединениях.

Предстационарная кинетика обладает рядом преимуществ с
практической точки зрения. Она имеет дело с очень простыми по
сути процессами; например, с ее помощью определяют стехио-
метрию процесса, в ходе которого происходит «всплеск» концен-
трации продукта, находят константы скорости переноса связан-
ных с ферментом промежуточных соединений на второй субстрат
или исследуют индуцируемые лигандами конформационные из-
менения в белках. Кроме того, характеристики процессов перво-
го порядка (которые обычно изучают) не зависят от концентра-
ции фермента в отличие от констант скорости, измеряемых в
стационарной кинетике. Для исследования быстрых реакций
требуются очень высокие концентрации ферментов, но их значе-
ния близки к концентрациям in vivo. Более того, аналогичные
концентрации обычно используются при прямом определении
физического состояния белка, что позволяет получать, например,
данные об агрегации в условиях, при которых протекает реак-
ция.

Данные предстационарнои кинетики основаны на прямых из-
мерениях, а прямые данные всегда предпочтительнее косвенных,
особенно если учесть неопределенности, возникающие обычно
при интерпретации данных стационарной кинетики (разд. Б.4).

1. Выявление промежуточных соединений:
что считать доказательством?

Основная часть изложенного ниже материала посвящена
вопросам определения путей превращения субстратов в ходе
ферментативных реакций. Обычно прежде всего нужно обнару-



КИНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ И МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТОВ 213

жить промежуточные соединения, поскольку это является дово-
дом в пользу существования данного пути. Мы будем считать,
что образование промежуточного соединения в ходе реакции
доказано, если выполняются следующие условия:

а. Промежуточное соединение выделено и охарактеризовано.
б. Промежуточное соединение образуется достаточно быстро,

чтобы находиться на пути превращения.
в. Промежуточное соединение реагирует достаточно быстро,

чтобы находиться на пути превращения.

Чтобы выяснить, выполняются ли эти условия, необходимо на
какой-то стадии исследований прибегнуть к предстационарной
кинетике с тем, чтобы измерить константы скорости образования
и исчезновения промежуточного соединения. Однако просто
провести такие измерения недостаточно — нужно показать, что
полученные константы согласуются с активностью фермента в
стационарных условиях. Следовательно, весьма полезно и даже
необходимо использовать сочетание этих двух подходов.

Следует помнить, что выделенное промежуточное соединение
может представлять собой продукт превращения другого про-
межуточного соединения и на самом деле не образовываться в
ходе реакции. Вот почему нужно, чтобы выполнялись условия б
и в. И наоборот, может оказаться, что выделено само промежу-
точное соединение, но при выполнении экспериментальных про-
цедур фермент переходит в другую, менее активную конформа-
цию. В этом случае условия б и в не будут выполняться,
несмотря на то что природа химического соединения не измени-
лась.

Б. Химотрипсин: выявление промежуточных
соединений с помощью метода остановленной
струи, данных стационарной кинетики и
определения соотношения между продуктами

Механизм гидролиза амидов и эфиров, катализируемого этой
типичной сериновой протеазой, включает образование на на-
чальной стадии комплекса Михаэлиса с последующим ацилиро-
ванием Ser-195 и образованием ацилфермента (гл. 1). Многие
кинетические исследования ферментов были направлены на вы-
явление ацилфермента. Полученные результаты хорошо демон-
стрируют возможности предстационарной и стационарной кине-
тики. Ацилфермент накапливается при гидролизе активирован-
ных или специфических эфирных субстратов (k2 > k3), так что
выявить его относительно просто. В случае физиологических
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пепетидов накопления ацилфермента не происходит (/г2 < &з) и
его выявление затруднено.

E + RCO—X ч = * RCO—Х.Е — ^ RCO—Е — -̂> RCO2H + Е. (7.1)
+
хн

1. Выявление ацилфермента, образующегося
при гидролизе эфиров, с помощью данных
предстационарной кинетики

а. Исследование начального всплеска концентрации продукта
реакции

В 1954 г. Хартли и Килби при исследовании реакции между
химотрипсином, взятом в количестве, сравнимом с количеством
субстрата, и избытком я-нитрофенилацетата или п-нитрофенил-
этилкарбоната II], обнаружили, что экстраполяция количества
высвобождающегося n-нитрофенола к нулевому моменту време-
ни дает не нулевое количество этого соединения, а указывает на
наличие всплеска, амплитуда которого равна концентрации
фермента (рис. 4.10). Они постулировали, что сначала эфир
быстро ацилирует фермент в соотношении 1 : 1, а затем в ходе
последующего превращения субстрата идет относительно мед-
ленный гидролиз ацилфермента — стадия, являющаяся лимити-
рующей. Впоследствии это предположение было подтверждено
в ходе исследований с применением метода остановленной
струи.

Позже аналогичные эксперименты были проведены и с мно-
гими другими ферментами. Однако наличие всплеска может
быть обусловлено не накоплением промежуточных соединений, а
причинами иной природы, что всегда следует иметь в виду.
Ниже рассмотрено несколько примеров такого рода.

а. При связывании с первым молем субстрата фермент пе-
реходит в менее активное конформационное состояние.

б. Лимитирующей стадией является высвобождение про-
дукта.

в. Имеет место сильное ингибирование продуктом.
Исключить пп. а а б довольно сложно. Это удалось сделать в

случае химотрипсина в ходе следующих исследований с приме-
нением метода остановленной струи.

б. Метод остановленной струи

/. Хромофор в уходящей группе [2—4]. Первые исследова-
ния, в которых использовался нитрофенилацетат, получили
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дальнейшее развитие после того, как удалось синтезировать
n-нитрофениловые эфиры специфических аминокислот, например

II

E-OH + AcPhe

E-OH + AcPheOM*

AcPheO-E

О 20 40 60 80 100'

Вр

10 20 30 40
О

емя
Рис. 7.1. Метод вытеснения профлавина. Растворы химотрипсина (10 мкМ),
профлавина (50 мкМ) и AcPheOMe (2 мМ) смешивали при рН = 6 и 25 °С
в приставке к спектрофотометру, предназначенной для проведения исследова-
ний методом остановленной струи. Связывание субстрата протекало слишком
быстро, чтобы его можно было зарегистрировать. Быстрое экспоненциальное
уменьшение поглощения обусловлено вытеснением профлавина из фермента
при образовании ацилфермента. Медленное увеличение поглощения отра-
жает исчерпание субстрата и последующее уменьшение стационарной концен-

трации ацилфермента [4].

ацетил-Ь-фенилаланина, ацетил-Ь-тирозина и ацетил-Ь-трипто-
фана. Скорость ацилирования фермента определяют по скорости
появления нитрофенола или нитрофенолят-иона, полоса погло-
щения которого не совпадает с полосой поглощения исходного
эфира.

О

\
СН2СН

NH
/

NO,

с=о
Н3С

3

п-Нитрофениловый эфир ацетил-1-
фенилаланина

При смешивании эфира с ферментом сначала наблюдается
быстрый экспоненциальный рост поглощения, а затем поглоще-
ние увеличивается линейно и отражает постепенное накопление
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нитрофенола. Константу скорости ацилирования и константу
диссоциации фермент-субстратного комплекса можно рассчи-
тать из концентрационной зависимости константы скорости
экспоненциальной фазы [уравнение (4.44)]. Константа скорости
для линейного участка дает скорость деацилирования. К сожа-
лению, нитрофениловые эфиры часто настолько реакционноспо-
собны, что скорость ацилирования слишком высока, чтобы мож-
но было использовать метод остановленной струи.

2. Хромофор в ацильной группе [4, 5]. Поглощение фурил-
акрилоиловой группы зависит от полярности окружающей сре-
ды, а также от природы соединения, к которому эта группа
присоединена. Связывание этилового эфира фурилакрило-
ил-Ь-тирозина с химотрипсином сопровождается небольшим из-
менением в спектре его поглощения; образование ацилфермента
и последующий гидролиз также приводят к спектральным из-
менениям. Из соответствующих экспериментов можно опреде-
лить константы скорости ацилирования и деацилирования и
константу диссоциации комплекса Михаэлиса.

с
НО—£ \-СН2СН ОСН2СН3

NH

V / c \сн=сн о
Этиловый эфир фурилакрилоил-L-

тирозина.

При смешивании этилового эфира фурилакрилоил-Ь-тирози-
на с ферментом на первом этапе происходит изменение погло-
щения раствора, обусловленное образованием комплекса Миха-
элиса. Константа скорости этого процесса лежит вне временной
шкалы метода остановленной струи, однако данные по измене-
нию поглощения можно использовать для расчета константы
диссоциации. По мере накопления ацилфермента наблюдается
экспоненциальный рост поглощения. Дальнейшие изменения в
спектре фурилакрилоиловой группы связано с постепенным гид-
ролизом этого эфира до свободной кислоты.

3. Хромофор в обратимо связывающемся ингибиторе [6, 7].
Спектр поглощения красителя профлавина очень сильно зависит
от полярности растворителя. Профлавин является конкурентным
ингибитором химотрипсина, трипсина и тромбина; его связыва-
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ние сопровождается значительным увеличением поглощения при
465 нм (Де~2-104 М-1 см-1) (рис. 7.1).

H2N

Профлавин {Ъ,6-шаминоакридин)

При смешивании эфира (например, этилового эфира ацетил-
L-фенилаланина) с химотрипсином и профлавином происходит
следующее. Связывание субстрата с ферментом сопровождается
быстрым вытеснением некоторого количества профлавина из
активного центра, что приводит к уменьшению А465. Когда обра-
зуется ацилфермент, равновесие между эфиром и профлавином
при их связывании ферментом смещается, приводя к полному
вытеснению профлавина. Поглощение остается постоянным до
тех пор, пока не израсходуется весь эфир и не исчезнет ацил-
фермент. Зная количество вытесненного на первом этапе про-
флавина, можно рассчитать константу диссоциации фермент-
субстратного комплекса, а из второй, экспоненциальной фазы
получить константу скорости ацилирования.

Метод вытеснения профлавина значительно более удобен,
чем использование соединений, содержащих фурилакрилоило-
вую группу, поскольку нет необходимости синтезировать специ-
альные субстраты; при работе со всеми субстратами можно
использовать одно легкодоступное соединение. Вообще говоря,
модифицированными субстратами лучше не пользоваться сов-
сем, поскольку к трудностям, связанным с химическим синтезом,
добавляются сомнения, правильно ли эти соединения идентифи-
цированы.

4. Деацилирование. Отдельные неспецифические ацилфер-
менты можно синтезировать и хранить их при низком рН 18—
11]. При переходе к высоким рН ацилферменты деацилируются
со скоростью, ожидаемой исходя из данных по стационарной
кинетике. Этот подход был использован для изучения свойств
специфических ацилферментов. При инкубации производных
ацил-Ь-триптофана в среде с рН 3—4 происходит накопление
ацилфермента. рН раствора можно очень резко изменить, сме-
шав его с концентрированным буфером с высоким рН в кювете
спектрофотометра, применяемого для регистрации в методе
остановленной струи [12, 13]. Константу скорости деацилирова-
ния можно определить методом замещения профлавина или
используя соединения, содержащие фурилакрилоиловую группу.
Ацилферменты получают и in situ, смешав эфирный субстрат,
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содержащий нитрофенильную группу, с избытком фермента в
устройстве, применяющемся в методе остановленной струи [14].

Эти эксперименты показывают, что промежуточным соедине-
нием в реакции гидролиза эфиров является ацилфермент, кото-
рый можно выделить при низких рН. Константа скорости де-
ацилирования ацилфермента имеет такое же значение, какое
было получено из данных по стационарной кинетике. Из опытов
по изучению реакции ацилирования следует, что промежуточное
соединение образуется довольно быстро, в стехиометрическом
соотношении 1:1. Естественно, что ни в одном из этих экспери-
ментов не было показано, что ацилируется именно Ser-195.
Окончательно этот вопрос был решен лишь при рентгенострук-
турном анализе индолилакрилоил-химотрипсина (гл. 1) [15].
Вывод об участии в ацилировании Ser-195 был подтвержден
классическим путем, состоящим в необратимом ингибировании
фермента эфирами фосфорной кислоты (например, диизопро-
пилфторфосфатом) с последующим выделением фосфатсодер-
жащего пептида после частичного гидролиза белка [16, 17].

2. Выявление ацилфермента при гидролизе эфиров
с помощью данных стационарной кинетики

В предыдущем разделе было показано, что кинетические
исследования с помощью метода оставленной струи дают воз-
можность обнаружить накапливающиеся промежуточные со-
единения. Стационарная кинетика не позволяет прямо выявить
эти соединения, она дает лишь косвенные данные. Окончатель-
ный ответ на вопрос зависит от результатов прямых измерений с
привлечением данных предстационарной кинетики. Однако ста-
ционарная кинетика позволяет выявить ненакапливающиеся
промежуточные соединения и, основываясь на данных тех
эспериментов, когда накопление происходит, доказать их су-
ществование и выяснить природу.

Для выявления промежуточных соединений с помощью ста-
ционарной кинетики необходимо, чтобы имело место накопление
а) промежуточного соединения, способного взаимодействовать
с акцептором (или желательнее с несколькими различными ак-
цепторами), концентрация которого (или которых) может изме-
няться; б) общего для нескольких субстратов промежуточного
соединения Е—R, образуемого субстратами, каждый из которых
содержит фрагмент R; это промежуточное соединение должно
обладать способностью взаимодействовать с различными акцеп-
торами.

Гидролиз эфиров (и амидов), катализируемый химотрипси-
ном, удовлетворяет обоим требованиям. Так, например, при
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гидролизе n-нитрофенилового эфира ацетил-Ь-триптофана об-
разуется ацилфермент, реагирующий с различными аминами,
например с гидроксиламином, аланинамидом, гидразином и
т. д., а также с такими спиртами, как метанол, давая гидрокса-
мовую кислоту, дипептид, гидразид и метиловый эфир аце-
тил-Ь-триптофана соответственно. Аналогичный ацилфермент
образуется при гидролизе фенилового, метилового, этилового и
других эфиров аминокислот (а также при гидролизе амидов).
Кинетические последствия, к которым приводит наличие общего
промежуточного соединения, могут быть использованы для вы-
явления его присутствия.

Таблица 7.1

Значения feca| для катализируемого а-химотрипсином гидролиза
различных субстратов при рН 7,0 и 25 °С

Производное R cat.
мМ

Лимитирующая стадия

Производные N-ацетила-триптофана

Амид
Этиловый эфир
Метиловый эфир
и-Нитрофениловый эфир

0,026
27
28
30

7,3
0,1
0,1
0,002

Ацилирование
Деацилирование

Производные Ы-ацетил-L -фенилаланина

Амид
Этиловый эфир
Метиловый эфир
я-Нитрофениловый эфир

0,039
63
58
77

37
0,09
0,15
0,02

Ацилирование
Деацилирование

Производные N-бензоилглицина

Источник
данных а)

Этиловый эфир

Метиловый эфир
Изопропиловый эфир
Изобутиловый эфир

Холиновый эфир
4-пиридинметиловый

эфир
п-Метоксифениловый

эфир
Фениловцй эфир
n-Нитрофениловый эфир

0,1

0,14
0,05
0,17

0,43
0,51

0,61

0,54
0,54

2,3

2,4
2,3
2,4

1,2

0,092

0,1

0,14
0,03

В основном ацилирова-
ние

То же
Ацилирование
В основном ацилирова-

ние
Деацилирование

а> 1—Zerner В., Bond R. P. M., Bender M. L., J Am. Chem. Soc, 86, 3674 (1964).
2 — Epand R. M.. Wilson I. В., J. biol. Chem.. 238, 1718 (1963).
3 —Williams A., Biochemystry, 9, 3383 (1970). (Данные приведены к рН 7,0 исходя
из данных для рН 6,91 в предположении, что рК =6,8.)
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а. Распад общего для нескольких субстратов промежуточного
соединения и значения Vmax и kcat

Если из нескольких субстратов образуется одно и то же
промежуточное соединение и если его распад является лимити-
рующей стадией процесса, то гидролиз всех этих субстратов
характеризуется одинаковой константой &cat- Этот феномен,
обнаруженный Гутфройндом и Хаммондом в 1959 г. 118], на-
блюдался затем при исследовании многих серий эфирных суб-
стратов химотрипсина (табл. 7.1). Для слабо активированных
эфиров величина kcat уменьшается до значения, меньшего k3,
поскольку стадия, характеризуемая константой k2, становится
частично лимитирующей [уравнение (7.1)]. В случае амидов
&cat очень мала и стадия с константой &2 является полностью
лимитирующей.

Однако наличие одинаковой константы kcai для ряда суб-
стратов еще не доказывает того факта, что происходит накопле-
ние общего ковалентного промежуточного соединения, распад
которого является лимитирующей стадией. Например, &Cat для
гидролиза большого числа эфиров фосфорной кислоты, протека-
ющего с участием щелочной фосфатазы, одинакова [19, 20].
Объяснялось это тем, что лимитирующей стадией для всех ре-
акций является гидролиз фосфорилфермента. Однако теперь
представляется более вероятным, что при щелочном рН дефос-
форилирование происходит быстро [21], а лимитирующей ста-
дией является высвобождение неорганического фосфата из ком-
плекса фермент — продукт (E.Pi) [22, 23]. Наличие одинаковой
константы &cat Д л я в с е х упомянутых реакций действительно
обусловлено образованием одного и того же промежуточного
соединения, однако оно не является ковалентным.

б. Распределение промежуточного соединения между
конкурирующими акцепторами

Если образующееся промежуточное соединение может реа-
гировать с различными акцепторами, то для его обнаружения
можно использовать два подхода.

Первый подход состоит в определении соотношения, в кото-
ром образуются продукты. Например, гидролиз химотрипсином
серии эфиров гиппуровой кислоты в растворе гидроксиламина
ведет к образованию свободной гиппуровой кислоты и гиппу-
рилгидроксамовой кислоты в постоянном соотношении
(табл. 7.2). Неферментативный гидролиз в тех же условиях
приводит к разному соотношению между продуктами [24, 25].

NH2OH
*• RCONHOH

E+RCOOR' — > RCO—Е — н,о (7.2)
*• RCOjfl
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Таблица 7.2

Соотношение между продуктами
катализируемого а-химотрипсином

гидролиза N-бензоилглициновых эфиров
в 0,1 М растворе гидроксиламина [24, 25]

Эфир

Метиловый
Изопропиловый
Гомохолиновый
4-пиридинметило-

вый

Оксиаминолиз/Гидролиз

в присутствии
фермента

рй 6,6-6,8

0,37
0,38
0,37
0,37

в отсутствие
фермента рН 12

0,99
0,29
1,73
3,03

Это четко указывает на наличие общего промежуточного соеди-
нения.

Второй подход состоит в измерении скорости образования
продуктов гидролиза определенного субстрата при разных кон-
центрациях акцептора. Это дает информацию о лимитирующей
стадии процесса и о природе промежуточного соединения.
Предположим, что лимитирующей стадией является образова-
ние ацилфермента. В таком случае, поскольку акцептор реаги-
рует с ацилферментом после лимитирующей стадии, он не может
увеличить скорость гидролиза эфира. Суммарная скорость об-
разования продуктов будет такой, как показано на рис. 7.2. Если
лимитирующей стадией является гидролиз ацилфермента, то
акцептор будет увеличивать скорость этой реакции и, следова-
тельно, суммарную скорость образования продуктов (рис. 7.3).

Чтобы рассчитать кинетические параметры для распределе-
ния промежуточного соединения, можно воспользоваться схе-
мой (7.3) (для простоты предполагается, что нуклеофил N не
присоединяется к ферменту);

М Н 2 ° ]

Е + RCOOR' E.RCOOR'

R'OH

-> RCO—Е —
RCO2H

RCO-Л/
(7.3)

Применение обычного подхода, используемого для реакций,
катализируемых химотрипсином [26], дает следующие выраже-
ния ДЛЯ &cat И /См:

[Н2О] + fe4 [Щ
(7.4)
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-AcPheTMA

AcPhe Ala NH2

0,06 0,10

Рис. 7.2. Катализируемый химотрипсином гидролиз и реакции трансацилиро-
вания n-триметиламмонийанилидацетилфенилаланина (AcPheTMA) в при-
сутствии AlaNH2 в различных концентрациях. Значения kcat для исчезнове-
ния AcPheTMA и образования AcPhe и AcPheAlaNH2 получены из уравнения

(7.3) при fe2 = 0,504 с-1, * з [ н * ° ] = 1 4 4 с ~ ' и k i = 6 3 4 0 M ~ 4 c ~ ' [И] .

800 -

X
J

4-00 -

200 -

0,02 9,04 0,06

[Ala№2],M

0,08

Рис. 7.3. Катализируемый химотрипсином гидролиз и реакции трансацилиро-
вания метилового эфира ацетилфенилаланина (AcPheOMe) в присутствии
AlaNHz в различных концентрациях. Значения /sCat для исчезновения
AcPheOMe и образования AcPhe и AcPheAlaNbb получены из уравнения (7.3)

при к2 = 2200 с-1, *з [HsO] = 144 с"1, kt = 6340 М->с-> [14].
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Для реакции образования RCO2H

k k2k'3[H2O]
c a t

а для образования RCO-N

*cat =
[N\

k2 + k'3 [HjO] + kA [N]

(7.5)

(7.6)

Значение kc^i/KtA для исчезновения RCO2R' получается де-
лением суммы двух значений kC3t [уравнения (7.5) и (7.6)] на
Км и равно kilKs. Напомним (гл. 3, разд. Е), что такое соотно-
шение всегда справедливо для серии последовательных реакций,
следующих за стадией равновесного связывания. Это дает еще
один способ выявления промежуточного соединения. Если реак-
ция с участием нуклеофилов включает прямую атаку комплекса

Таблица 7.S

Кинетические константы для катализируемого о-химотрипсином
гидролиза эфиров N-ацил-Ь-аминокислот при 25 °С, рН 7,8

и ионной силе 0,1, полученные из опытов по определению соотношения
между продуктами реакции [27]

Ацил

Ацетил
Ацетил
Бензоил
Ацетил
Бензоил
Бензоил
Ацетил
Бензоил
Ацетил
Ацетил
Ацетил
Хлорацетил
Бензоил
Ацетил
Ацетил
Ацетил
Ac-L-Ala
Бензоил
Ацетил
Бензоил
Бензоил
Ac-L-Leu
Фуроил

Амино-
кислота

Gly
Gly
Cly
But
But
Ala
NVal
NVal
Val
Val
Val
Val
Val
NLeu
Phe
Phe
Phe
Phe
Tyr
Tyr
Tyr
Tyr
Tyr

Эфир

ОСНз

ос 2 н 5ОСНз
ОСНз
ОСНз
ОС 2 Н 5

ОСНз
ОСНз
ОСНз
ОС2Н5

ИЗО-ОСЗН7
ОСНз
ОСНз
ОСНз
ОСНз
ОС 2 Н 5

ОСНз
ОСНз
OC2Fh
ОСНз
ОС 2 Н 5

ОСНз
ОСНз

*cat. = - '

0,109
0,051
0,31
1,41
0,32
0,069
5,08
2,45
0,173
0,152
0,096
0,127
0,064

16,1
97,1
68,6
57,3
30,7

192
90,9
85,9
65,7
50

/См, мМ

862
445

4,24
66,7

1,41
5,97

14,3
0,85

87,7
110
177
43

4,17
5,37
0,93
1,85
0,296
0,0349
0.663
0,018
0,022
0,0192
0,417

* 2 . С - 1

0,49
0,094
0,42
8,81
0,41
0,069

35,6
4,16
0,98
0,55
0,178
0,32
0,09

103
796
265
176
45,8

5000
364
249
158
66,7

*з, с - 1

0,14
0,11
1,17
1,68
1,52
0,6
5,93
5,93
0,21
0,21
0,21
0,21
0,22

19,1
111
92,7
85
91,6

200
121
131
ИЗ
200

Ks, мМ

3380
823

5,78
417

1,79
5,97

100
1,45

500
398
327
108,8

5,84
34,4

7,63
7,14
0,909
0,0524

17,2
0,0728
0.0638
0,0461
0,56
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Михаэлиса, как в реакции, представленной ниже, ftcat/Ам будет
функцией концентрации N. Например, если

* 2 [Н2О]

—*• RCO2HR O 2

E + RCOOR' =<=* E.RCOOR' — *3[лг] (7.7)
>- RCO-Л/,

то для исчезновения эфира

W * M = (k2 [H2O] + k3 [N])/Ks. (7.8)

[Ситуация, естественно, усложняется, если нуклеофилы связы-
ваются с ферментом и оба (и нуклеофил, и субстрат) конкури-
руют за один центр.]

Увеличение скорости деацилирования при добавлении нукле-
офилов использовалось для получения константы скорости де-
ацилирования (k2) в случае тех субстратов, для которых стадия
с константой k3 обычно является лимитирующей. 1,4-бутанди-
ол — достаточно хороший нуклеофил, чтобы его присутствие да-
же в умеренной концентрации приводило к увеличению скорости
деацилирования до значения, большего чем k2 [27]. Значения
некоторых констант скорости, полученных этим методом, приве-
дены в табл. 7.3.

Итак, очевидно, что исследование соотношения между про-
дуктами является мощным методом обнаружения промежуточ-
ных соединений.

3. Выявление ацилфермента при гидролизе амидов
и пептидов [14]

При гидролизе амидов ацилфермент не накапливается и об-
наружить его довольно трудно. К счастью, для этого можно
воспользоваться методикой прямого обнаружения промежуточ-
ного соединения, применявшейся в случае эфирных субстратов.

Образование ацилфермента при гидролизе производных
ацетил-Ь-фенилаланина (AcPhe) было установлено исходя из
следующих данных:

а. При гидролизе амидов в присутствии акцепторов-нукле-
офилов получается такое же соотношение между продуктами,
как и при гидролизе метилового эфира ацетил-Ь-фенилаланина
(AcPheOMe) в аналогичных условиях (табл. 7.4). Более того,
соотношение между продуктами оказалось таким же, какое
ожидалось исходя из прямого спектрофотометрического иссле-
дования атаки нуклеофилами AcPhe-химотрипсина, генериро-
ванного in situ методом остановленной струи (табл. 7.5).

б. В условиях, когда более 94 % реагирующего амида обра-
зует AcPhe-нуклеофил, скорость исчезновения амида практиче-
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Таблица 7.4

Соотношение между продуктами, образующимися в ходе
катализируемого 6-химотрипсииом гидролиза субстратов

при рН = 9.3 и 25 °С (14)

Трансацилирование/Гидролнз, М~
Субстрат Акцептор = А1аМНг QlyNHj H2NNH2

AcPhe-OMe

AcPhe—NH-

AcPhe-AlaNHj

-N + Me 3

43

45

43

Таблица 75

13

11

9

2,2

1,8

—

Константы скорости для атаки
AcPhe-6-химотрипсина нуклеофиламя

при рН 9,3 и 25 °С [141

Нуклеофил

AlaNH2

GlyNH2

H2NNH2
(Н2О

ft, M - ' c - 1

прямые
кинетические

измерения

4,8 • 103

1,5 • 103

3,3-102

142 с-1)

рассчитано
из данных по соотно-

шению между
продуктами а '

6,2 • 103

1,6-1Q3

2,8 • 102

а> Из данных табл. 7.4.

ски не возрастает. Это согласуется с тем, что атака нуклеофила
происходит после лимитирующей стадии, т. е. после образова-
ния промежуточного соединения, и что по крайней мере на 94%
реакция идет через образование этого промежуточного соедине-
ния.

в. Последний довод в пользу образования в ходе реакции
ацилфермента дает расчет константы скорости реакции гидро-
лиза из константы скорости обратной реакции (синтез субстрата
через образование ацилфермента) и уравнения Холдейна (гл. 3,
разд. 3). Установлено, что амины реагируют с ацилферментом с
образованием амидов и пептидов. Следовательно, согласно
принципу детального равновесия, должна иметь место обратная
реакция (гидролиз пептидов с образованием ацилфермента).
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Вопрос состоит в том, достаточно ли высока скорость этой реак-
ции, чтобы объяснить наблюдаемую скорость гидролиза. На этот
вопрос можно ответить, измерив (kc^t/KtA)s для реакции синте-
за пептида через стадию образования ацилфермента, определив
/Ceq для гидролиза этого пептида и затем рассчитав (kcai/Kn)H
для реакции гидролиза из уравнения Холдейна l/Ceq =
= (&cat//(M)H/(&cat//CM)s]. Рассчитанное значение близко к по-
лученному экспериментально.

4. Обоснованность выводов, полученных
при исследовании распределения продуктов,
и возможные источники ошибок

Ни постоянство величины Vmax, ни постоянство соотношения
между образующимися продуктами еще не доказывают присут-
ствия промежуточного соединения. Например, оказалось, что в
случае щелочной фосфатазы постоянство значения Vmax являет-
ся артефактом, а кроме того, нельзя сказать a priori, что атака
комплекса Михаэлиса акцепторами также не даст постоянного
соотношения между образующимися продуктами. Для того что-
бы из указанных экспериментов можно было сделать четкий
вывод о наличии промежуточного соединения, их необходимо
связать с измерением скоростей. При измерении скоростей в
рамках стационарной кинетики наиболее благоприятной являет-
ся такая ситуация, когда промежуточное соединение накапли-
вается. Если выполняются уравнения (7.4) — (7.6), можно сде-
лать четкий вывод о существовании промежуточного соедине-
ния. Чрезвычайно полезно сочетание опытов по установлению
распределения продуктов с исследованиями предстационарной
кинетики (как это было сделано в случае химотрипсина и ами-
дов).

Возможным источником ошибок является нежелательное из*
менение свойств ферментов. Химотрипсин часто рассматривают
как раствор имидазола и серина. Однако белки крайне чувстви-
тельны к окружению; они могут неспецифически связывать ор-
ганические молекулы и ионы, изменяя при этом свои кинетиче-
ские свойства. Первое правило, которого следует придержи-
ваться при постановке экспериментов, состоит в том, что реакции
необходимо проводить при строго фиксированных, одинаковых
концентрациях фермента. Многие белки склонны к агрегации,
что может привести к изменению констант скорости. Второе
правило гласит: соотношение между продуктами следует опре-
делять путем непосредственного анализа продуктов, а не из
косвенных данных. Например, скорость атаки ацилфермента
бензоил-Туг-химотрипсина глицинамидом (GlyNH2) была в свое
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время определена из данных по уменьшению fecat для гидролиза
6eH3Owi-Tyr-GlyNH2 при добавлении GlyNH2. (GlyNH2 ингиби-
рует эту реакцию, поскольку реагирует с ацилферментом с об-
разованием бeнзoил-Tyr-GlyNH2.) Как оказалось, присоедине-
ние аминов к химотрипсину приводит к увеличению kcat на 30%
[14]. Это увеличение имеет тот же порядок величины, что и

ожидаемое уменьшение, обусловленное обращением реакции.
Вообще говоря, если изменения скорости ферментативных реак-
ций невелики, эти данные нельзя считать надежными, поскольку
изменения могут быть обусловлены причинами кинетической
природы.

В ряде ситуаций простые правила распределения промежу-
точных соединений перестают выполняться. Если акцептор-нук-
леофил реагирует с ацилферментом до того, как успевает про-
изойти диффузия уходящей группы от фермент-содержащего
промежуточного соединения, то распределение может зависеть
от природы уходящей группы (т. е. обусловливаться стериче-
ским затруднением атаки и т. д.). Кроме того, измерение кон-
стант скорости атаки нуклеофилами промежуточного соедине-
ния может привести к не совсем верным результатам вследствие
упоминавшихся выше эффектов неспецифического связывания.

В. Другие примеры обнаружения промежуточных
соединений с помощью исследования распределения
продуктов и из кинетических данных

1, Щелочная фосфатаза

Почти нет сомнения в том, что при гидролизе этим фермен-
том эфиров фосфорной кислоты образуется фосфорилфермент.
Фосфорилфермент стабилен при низком рН и его можно выде-
лить [28, 29]. Исследование распределения продуктов с исполь-
зованием трис-буфера в качестве акцептора фосфата показало,
что соотношение между продуктами постоянно (табл. 7.6) [30,
31]. Результаты проведенных ранее кинетических исследований
должны оцениваться в свете последних данных, согласно кото-
рым выделенный фермент может содержать прочно, хотя и
нековалентно связанный фосфат [32], а лимитирующей стадией
реакции при высоком рН является высвобождение этого прочно
связанного фосфата 122, 23] (правда, единого мнения относи-
тельно кинетики или стехиометрии связывания нет) [33,34]. Как
отмечалось выше, постоянство Vmax в реакциях гидролиза ши-
рокого круга эфиров фосфорной кислоты (табл. 7.7) [19, 20]
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Таблица 7.6

Относительные значения V m a x для катализируемого
щелочной фосфатазой гидролиза эфиров

фосфорной кислоты [20]

Фосфат

5'АМР
Пирофосфат
З'АМР
АрАр
АТР
dATP
dGTP
UDP
6'UMP

'max

1
1
0,9
0.6
1,05
1,05
1,05
1,0
0,85

Фосфат

dCTP
Рибозо-5-фосфат
р-Глицерофосфат
Этаноламинфосфат
Глюкозо-1-фосфат
Глюкозо-6-фосфат
Гистидинфосфат
я-Нитрофенилфосфат

V
max

1,05
0,7
0,9
0,7
0,8
0,9
0,8
1,0

обусловлено, вероятно, тем, что лимитирующей стадией является
медленная диссоциация комплекса фермент — продукт.

НОСН2 СН2—ОРОГ

НОСНг—С—NH2 HOCH2—С—NH2

НОСН2 HOCHj
Трис [трис-(оксиме- О-фосфорил-трис

тил)-аминометан]
Таблица 7.7

Соотношение между продуктами
для катализируемого щелочной фосфатазой

гидролиза эфиров фосфорной кислоты
и фосфоамидатов [30, 31]

Фосфат

Фенил
Крезил
Хлорфенил
га-грег-Бутил фенил
п-Нитрофенил
о-Метокси-и-метилфенил
а-Нафтил
fl-Нафтил
п-Нитрофенил
Фосфоамидаты

Трансфосфорилиро-
вание/Гидролиз а)

1,42
1.41
1,38
1,37
1,37
1,40
1,40
1 > 4 0 «
1,2 б>
1,1 б>' в '

а ' Акцептор = 1 М трис; рН 8.
б) Акцептор=2 М трис; рН 8,2.
в) Срецнее для нескольких фосфоамидатов.
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2. Кислая фосфатаза

Реакция, катализируемая кислой фосфатазой,— это простой
пример реакции с накоплением промежуточного фосфорилфер-
мента, распад которого является лимитирующей стадией. Ши-
рокий круг эфиров гидролизуется кислой фосфатазой с одина-
ковым значением Vmax (табл. 7.8) [35], причем соотношение

Таблица 7.8

Км и Vmax для катализируемого
кислой фосфатазой предстательной

железы гидролиза эфиров
фосфорной кислоты при рН 5 и 37 °С [35]

Эфиры фосфорной
кислоты

Р-Глицерофосфат
2'AMP
Ацетилфосфат
З'АМР
п-Нитрофенилфосфат

'max
(относительная)

Таблица 7.9

Соотношение между продуктами катализируемого
кислой фосфатазой предстательной железы
гидролиза эфиров фосфорной кислоты [36]

Эфир фосфорной
кислоты

я-Нитрофенилфосфат
Фенилфосфат
3'UMP
З'АМР
З-Глицерофосфат

Трансфосфорилирование/Гидролиз

Акцептор—
этанол

0,29
0,26
0,28
0,30
0,28

Акцептор—
этаноламиа

0,044
0,044

0,046
0,041

между продуктами остается постоянным (табл. 7.9); исследова-
ние методом остановленной струи с использованием п-нитрофе-
нилфосфата показывает, что во время всплеска высвобождается
один моль n-нитрофенолята на субъединицу фермента; фермент
ковалентно модифицируется диизопропилфосфатом [36].

Быстро Медленно
Е—OH + ROPO3H ч=Ь Е—OH.ROPOgH - ^ - > Е—ОРО3Н ->

ROH
Е-ОН + Н2РО4-. (7.9)
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3. Р-Галактозидаза: сохранение конфигурации
предполагаемого промежуточного соединения

Алкоголиз p-D-галактозидов р-галактозидазой происходит с
сохранением конфигурации у атома С-1 137, 38].

О—R ROM

ОН

OR'
(7.Ю)

Тем самым из этого процесса исключаются простые реакции
бимолекулярного замещения (SN2), которые часто встречаются
в органической химии, поскольку известно, что они всегда идут
с обращением конфигурации [39].

А А

X® В • • • С—Y-+X—С • • • В+Y® (7.11)

Сохранение конфигурации наблюдается всегда, когда имеют
место два последовательных обращения у данного углеродного
атома или если образуется промежуточный карбоний-ион, кото-
рый может быть атакован нуклеофилом только с одной стороны.
Следовательно, сохранение конфигурации связано с наличием
многостадийной реакции, в ходе которой образуется промежу-
точное соединение. Согласно этому критерию, реакция с участи-
ем лизоцима также идет с образованием промежуточного со-
единения [40, 41].

Данные, полученные при исследовании соотношения между
продуктами при гидролизе р-галактозидов, свидетельствуют в
пользу образования в ходе этой реакции промежуточного со-
единения (табл. 7.10). Из таблицы видно, что соотношение
между водой и метанолом остается постоянным [42, 43]. Лими-
тирующей стадией в случае слабоактивированных субстратов
является образование промежуточного соединения, поскольку
Vmax — величина переменная, а в случае сильноактивированных

динитросоединений лимитирующей стадией становится гидролиз
этого промежуточного соединения, так как скорость остается
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Таблица 7.10

Соотношение между продуктами катализируемого
Р-галактозидазой гидролиза Р-галактозидов
и относительные значения V m a x при 25 °С

и рН 7,0-7,5 [42-44]

Р-Галактозид

2,4-динитрофенил

3,5-динитрофенил
2,5-динитрофенил
2-нитрофенил
3-нитрофенил
3-хлорфенил

4-нитрофенил
Фенил
4-метоксифенил
4-хлорфенил
4-бромфенил
Метил

Метанолиз/Гидролиз,
м-1

1,97
1,96
2,08

1,99
1,94
2,14
2,13
2,02
2,2

ктах
(ОТНОСИТ.)

1,3

1,1
1,1
1,0
0,9
0,5

0,2
0,1
0,1
0,02
0,02
0,06

Лимитирующая
стадия

Дегалактози-
дирование

То же
>

Галактозиди-
рование
То же

>
>
»
»
»

постоянной. С таким выводом согласуются данные о том, что
скорость исчезновения 2,4-динитро- и 3,5-динитропроизводных
возрастает при добавлении метанола, но не менее реакционно-
способных субстратов (см. рис. 7.2 и 7.3). Возможный механизм
этой реакции включает образование на начальном этапе карбо-
ний-иона [44, 45].

Г. Аминоацил-тРНК—синтетазы: обнаружение
промежуточных соединений методами
«замороженной» струи, изотопного обмена
и с помощью стационарной кинетики

1. Механизм реакции

Эта группа ферментов катализирует образование аминоацил-
тРНК из свободной аминокислоты (АА) и АТР. В отсутствие
тРНК данные ферменты облегчают (за несколькими исключени-
ями) атаку аминокислот нуклеофилами и АТР пирофосфатом
[46—49]. Активация осуществляется путем образования проч-
ного комплекса с аминоациладенилатом, смешанным ангидри-
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дом аминокислоты и AMP. (Химическая сторона процесса акти-
вации обсуждается в гл. 2, разд. Г.2.в)

АА + АТР + тРНК —> АА-тРНК + AMP -f РР (7.12)

О О О
I I I

E.H3NCH(R)CO2."O-P—О—Р—О—Р—О—СН2
II I

О О О

±
г"О3Р—О—РОз" E.H3NCH(R)C—О—Р—ОСН2

(7.13)

Нуклеофил ОН ОН

Активацию атаки пирофосфатом исследуют с помощью об-
мена РР =F*= ATP, для чего инкубируют фермент, аминокислоту
и АТР с пирофосфатом, меченным 3 2 Р . При этом в результате
непрепрывного циклического формирования комплекса
Е.АА~АМР образуется р.у-меченый АТР. Механизм образова-
ния комплекса представлен на схеме (7.13). Атака меченого
пирофосфата приводит к обращению реакции и образованию
меченого АТР. Этот процесс многократно повторяется до тех пор,
пока изотопная метка не распределится равномерно по всем
реагентам.

Ацилирование тРНК осуществляется в ходе атаки карбо-
нильной группы карбоксилом рибозы концевого аденозина
тРНК Тсхемы (7.13) и (7.14)].

E.H3NCH(R)C ~ AMP 22$-* H3NCH(R)C

Е.АМР
.ОН

(7.14)

(тРНК}

Не вызывает сомнений, что фермент-содержащий аминоацил-
аденилат образуется в отсутствие тРНК- Его можно выделить
хроматографически, а свободный аминоациладенилат получить
осаждением фермента кислотой [50, 51]. Более того, этот выде-
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ленный комплекс будет переносить свою аминокислоту на
тРНК.

Все приведенные выше данные позволяют предложить сле-
дующий механизм:

тРНК

Е + АТР+АА -^—> Е.АА~АМР *• АА-тРНК + AMP + Е. (7.15)
РР

Тем не менее одно время казалось, что с предположением об
образовании в ходе реакции аминоациладенилата согласуются
не все данные. Был предложен другой механизм реакции — в
присутствии тРНК аминоациладенилат не образуется, а реакция
идет при одновременном взаимодействии тРНК, аминокислоты и
АТР [52]. Как мы увидим ниже, этот механизм некорректен, хо-
тя в свое время казался вполне приемлемым. Кроме того, необ-
ходимо отметить, что наличие парциальной реакции в отсутст-
вие одного из субстратов (например, образование аминоацил-
аденилата из аминокислоты и АТР в отсутствие тРНК) не озна-
чает, что аналогичная реакция имеет место в присутствии всех
субстратов. Действительно, в ряде случаев показано, что та-
кие парциальные реакции являются артефактом.

Адекватность механизма с образованием аминоациладени-
лата очень просто доказать с помощью трех типов эксперимен-
тов с использованием метода замороженной струи, руковод-
ствуясь тремя критериями: промежуточное соединение должно
быть выделено, оно должно достаточно быстро образовываться
и достаточно быстро реагировать, чтобы реакция шла по данно-
му пути [53]. При исследовании реакции с участием изолей-
цил-тРК—синтетазы (IRS) получены следующие результаты:
а. При смешивании предварительно образованного и выделен-
ного комплекса IRS. [1 4С]Пе~АМР с тРНК константа скорости
первого порядка для переноса [14С] Не на тРНК, измеренная
импульсным методом замороженной струи, оказалась такой же,
как и fecat для стационарного аминоацилирования тРНК в ана-
логичных реакционных условиях. Таким образом, константа
скорости превращения промежуточного соединения достаточно
высока, чтобы реакция шла с образованием данного соединения,
и, более того, эта реакция является, по-видимому, лимитирую-
щей стадией процесса, б. При смешивании IRS, изолейцина,
тРНК и [у32Р] АТР (метка включена в концевой фосфат) на-
блюдается всплеск, регистрируемый импульсным методом замо-
роженной струи, — высвобождение меченого пирофосфата, кото-
рое предшествует стационарному процессу аминоацилирования
тРНК. Это означает, что либо аминоациладенилат образуется до
стадии аминоацилирования тРНК, и это, следовательно, являет-
ся доводом в пользу адекватности данного механизма, либо
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Рис. 7.4. Перенос [ uC]Ile от IRS. [ uC]Ile ~ AMP на тРНК 1" при смешива-
нии указанного комплекса с избытком тРНК в устройстве, применяющемся

в импульсном методе замороженной струи.

Рис. 7.5. Высвобождение [32Р]пирофосфата при смешивании [32Р)АТР, изо-
лейцина, тРНК и фермента в устройстве, применяющемся в импульсном
методе замороженной струи. Значение амплитуды всплеска концентрации
продукта, полученное экстраполяцией, составляет менее одного моля пиро-
фосфата на моль фермента, поскольку концентрация АТР не является насы-
щающей (гл. 4, разд. Г). Светлые кружки — концентрация АТР равна 2-Кл,

темные — 1 • Км..
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реакция идет по такому пути, в ходе которого быстро образуется
аминоацил-тРНК, а далее следует медленная стадия диссоциа-
ции комплекса IRS.Ile-тРНК [схема (7.16)].

Е + АА + АТР + тРНК
Быстро Медленно

* Е.АА-тРНК •> Е + тРНК.

AMP + РР
(7.16)

Этот путь, существование которого предполагали многие ис-
следователи, исключается результатами третьего эксперимента

1,5

Рис. 7.6. Начальная скорость ацилирования тРНКП е при смешивании насы-
щающих концентраций [14С]Пе, АТР и тРНК с ферментом.

(метод замороженной струи). Согласно схеме (7.16), ацилиро-
вание тРНК должно протекать в две стадии, поскольку
образование одного моля связанной с ферментом аминоацил-
тРНК происходит быстро, а дальнейшее превращение осу-
ществляется медленно, в. Оказалось, что при смешивании IRS,
[14С] Не, тРНК и АТР начальная скорость ацилирования тРНК
при экстраполяции идет в ноль, без каких-либо указаний на
наличие начального всплеска. Всплеск, при котором высвобож-
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дается пирофосфат, обусловлен образованием аминоациладени-
лата, которое предшествует переносу аминокислоты на
тРНК (рис. 7.6).

2. Механизм корректирования биосинтеза белка
В гл. 11 говорится о том, что в процессе биосинтеза белка

клетка выбирает нужную ей аминокислоту со значительно более
высокой точностью, чем можно было бы ожидать, исходя из
структурных различий между аминокислотами. Эта точность
может обеспечиваться специфически катализируемым амино-
ацил-тРНК—синтетазой гидролизом аминоациладенилатного
комплекса, образуемого «ошибочной» аминокислотой, или
неправильно «нагруженной» тРНК 151]. Примером такого рода
процесса может служить «отказ» валил-тРНК—синтетазы (VRS)
присоединять треонин вместо валина [54]. Этот фермент ката-
лизирует реакцию обмена РР ^ АТР в присутствии треонина и,
кроме того, образует стабильный комплекс VRS.Thr~AMP.
В присутствии тРНК и треонина VRS функционирует как АТР-
пирофосфатаза, гидролизуя АТР до AMP и пирофосфата и не
катализируя образование Thr-TPHKVal. В качестве промежу-
точного соединения в этой реакции образуется комплекс
VRS.Thr~AMP, о чем свидетельствует наличие обмена
Р Р ^ А Т Р .

Эксперименты с применением импульсного метода заморо-
женной струи показывают, что механизм корректирования при
ошибочном присоединении треонина основан на быстром гидро-
лизе неправильно ацилированной тРНК. Такую тРНК можно
выделить и показать, что она действительно гидролизуется с
достаточно высокой скоростью. При смешивании комплекса
VRS. [1 4C]Thr~AMP с тРНКУ а 1 в аппарате, применяемом в ме-
тоде замороженной струи, наблюдается кратковременное обра-
зование [14С]ТЬг-тРНКУа| (рис. 7.7). Это соединение можно
выделить, быстро остановив реакцию с помощью фенола и оса-
див неправильно ацилированную тРНК из водной фазы; такая
РНК гидролизуется VRS с константой скорости 40 с~' (рис. 7.8).
Скорость переноса треонина от комплекса VRS.Thr~AMP мож-
но измерить независимо по скорости высвобождения AMP (ис-
пользуя соединение VRS.Thr~ [32P]AMP; рис. 7.9). Сплошная
кривая на рис. 7.8 построена исходя из результатов независимо-
го измерения констант скорости образования и гидролиза [схе-
ма (7.17)].

VRS.Thr~AMP.TPHKVaI - ^ — * • VRS.Thr-TPHKVal + AMP (7.17)

140с- 1

VRS+Thr + TPHKVal.
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Рис. 7.7. Кратковременное
образование [i4C]Thr-
T P H K V " ' при смешивании
VRS.[uC]Thr ~ AMP с из-
бытком тРНК в устройстве,
применяемом в методе за-

мороженной струи.

t
T

hr

s i -

i

it

22

20

18

16

14

12

10

8

6

J

/1

P

I
Г
j
4

4 T

II

•

• V

\
» у

\
\

V•\
\
\

\

\
\ •

i i i i i i

О 20 40 60 80 tOO 120 №

Время, с

Рис. 7.8. Катализируемый
валил- тРНК- синтетазой
(VRS) гидролиз ошибочно
ацилированной [14C]Thr-

T P H K V " .

20 30 40 50 60 70

Время, мс



238 ГЛАВА 7

Отметим один достойный внимания момент. Константу ско-
рости деацилирования неправильно ацилированной тРНК мож-
но определить из данных предстационарной кинетики даже в

<—j

1,0

0,5

VRS

-

' i

Thr

/
4

~ [32PJAMP+ ТРНКШ

l i l t 1 1

10 20 30 40 SO

Время, мс
60 70 80

Рис. 7.9. Скорость распада Thr ~ AMP при смешивании VRS. Thr~[ 8 2 P]AMP
с избытком T P H K V " .

присутствии большого количества неацилированной тРНК. Ме-
тодом стационарной кинетики это сделать нелегко из-за конку-
рентного ингибирования неацилированной тРНК.

Д. Миозиновая АТРаза: определение констант скорости
ассоциации и диссоциации фермент-субстратного
комплекса, исследование промежуточных
конформационных состояний и равновесий методом
остановленной струи с регистрацией флуоресценции,
методом высвобождения протонов, измерением
ферментативной активности при помощи
вспомогательных ферментных систем, методом
светорассеяния и методом замороженной струи

Сокращение мышцы является результатом скольжения двух
типов перекрывающихся нитей (филаментов) — толстых, содер-
жащих миозин, и тонких, содержащих актин. Между толстыми и
тонкими нитями имеются поперечные мостики, составляющие
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часть молекулы миозина. В ходе сокращения поперечные мости-
ки многократно разрываются и вновь образуются. В мостиках
расположены активные центры, катализирующие гидролиз АТР.
АТРазная активность покоящейся мышцы крайне низка, а при
сокращении она возрастает в тысячу раз. Высвобождающаяся
при гидролизе энергия используется для мышечного сокраще-
ния. Возникает вопрос: как связаны между собой химическая и
механическая энергия? Согласно существующей гипотезе, взаи-
мопревращения этих форм энергии осуществляется посредством
конформационных изменений в белке, связанных с гидролизом
АТР.

Активные центры миозина, присоединяющиеся к актину, рас-
положены в глобулярных участках молекулы миозина, которые
получили название Si-субъединиц. Они могут быть отделены от
остальной части молекулы путем протеолиза. Полученные таким
образом фрагменты более удобны для проведения кинетических
исследований, чем целая молекула миозина [55]. Механизм
гидролиза АТР с участием фрагмента Si в том виде, в каком его
сейчас представляют, довольно сложен — это последователь-
ность реакций, состоящая из семи стадий [схема (7.18)].
Несмотря на всю свою сложность, эта схема вполне логична
[56—68].

М + АТР « = ^ М.АТР ч = ^ М\АТР =*=^ M**.ADP.P ^ = *

^=ь M*.ADP.P «=^* M*.ADP + P *=± M.ADP ^ * M + ADP. П 18)

Конформационные состояния обозначены звездочками; число
этих звездочек отражает интенсивность флуоресценции трипто-
фана. Считается, что константы равновесия и константы скоро-
сти, полученные при исследовании скелетных мышц кролика при
21°С и рН 8,0, имеют следующие значения: ki/k-i =4,Ъ-Ю3 М;
k2 = 400 с-1; k-2 < 0,0003 с-1; ks/k-3 = 9; k3 ^ 160 С"1; А>4 =
= 0,06 с-1; k5/k-5> 1,5-Ю-3 М; k6 = 1,4 с-1; /е_6 = 400 с-1 и
k7/k-7 = 2,7 • 10—4 М [68]. Рассмотрим теперь, как была построе-
на схема (7.18).

1. Лимитирующая стадия гидролиза АТР

Число оборотов для гидролиза АТР с участием миозина
очень мало — всего 0,04 с~1. Исследования методом заморожен-
ной струи с использованием [у32Р]АТР показывают, что кон-
станта скорости расщепления АТР при первом обороте фермента
равна 160 с-1 [60]. Это означает, что в стационарном состоянии
лимитирующей является стадия, следующая за стадией химиче-
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ского расщепления. На этой стадии может происходить либо
конформационное изменение, либо медленное высвобождение
продуктов. Измерение скоростей диссоциации, которые оказа-
лись относительно высокими, показало, что имеет место конфор-
мационное изменение (разд. 2) [61]. Медленная стадия харак-
теризуется константой ki. Поскольку изменение конформации
сопровождается уменьшением интенсивности флуоресценции,
эту константу измеряют методом остановленной струи с регист-
рацией флуоресценции; кроме того, ее можно определить по
высвобождению протонов, так как на данной стадии на один
моль гидролизованной АТР высвобождается один протон [64].
Константу скорости высвобождения протонов легко определить
методом остановленной струи с регистрацией оптической плот-
ности, используя окрашенный индикатор рН, в данном случае
фенол красный.

2. Скорости высвобождения ADP и Р (фосфата)

Первые опыты по определению скоростей высвобождения
ADP и Р были весьма остроумными: скорость появления в рас-
творе свободных ADP и Р определяли с помощью сопряженных
ферментных систем и метода остановленной струи с регистра-
цией оптической плотности [64].

а. Высвобождение ADP, сопряженное с исчезновением
NADH в реакциях, катализируемых пируваткиназой и лактат-
дегидрогеназой:

ADP АТР

Фосфоенолпируват > Пируват -ргт > Лактат. (7.19)

NADH NAD+

б. Высвобождение Р, сопряженное с образованием NADH в
реакции, катализируемой глицеральдегид-3-фосфат—дегидроге-
назой:

P + NAD+ NADH
\ /

Глицеральдегид-3-фосфат > 1,3-дифосфоглицерат — - р ^ т — •

ADP АТР

-> 3-фосфоглицерат. (7.20)

(Глицеральдегид-3-фосфат превращается в 1,3-дифосфоглице-
рат, который для предотвращения ингибирования первой реак-
ции удаляется с помощью фосфоглицераткиназы, превращаю-
щей его в 3-фосфоглицерат.)

При высвобождении Р или ADP всплеска концентрации не
наблюдается, так что либо оба продукта медленно отщепляются
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с одинаковой скоростью, либо диссоциация происходит после
завершения лимитирующей стадии. Если бы высвобождение,
скажем, ADP было медленным и являлось лимитирующим, то вы-
свобождение Р носило бы двухстадийный характер, и наоборот.
В ходе специальных экспериментов была определена константа
скорости диссоциации комплекса Si.ADP; она оказалась равной
1,4 с~'. ТиоИР быстро связывается со свободным Si, что сопро-
вождается спектральными изменениями. При смешивании из-
бытка тио1ТР с комплексом Si.ADP образование SI.THOITP
лимитируется диссоциацией Si.ADP и, следовательно, скорость
диссоциации Si.ADP определяется просто.

3. Двухстадийные процессы связывания АТР и ADP,
выявляемые методом остановленной струи [65]
с регистрацией флуоресценции триптофана

При низких концентрациях АТР связывается с Si с кажу-
щейся константой скорости второго порядка, равной

400- [Начальный наклон 10s М''С'

0,5
[АТР], мМ

Рис. 7.10. Константы скорости процесса увеличения интенсивности флуорес-
ценции фрагмента S t при смешивании с АТР, взятой в различных концентра-
циях; смешивание проводилось в устройстве, применяемом в методе останов-

ленной струи [65].

1,8-106 М-'с-1. Это на два порядка ниже константы скорости
лимитируемой диффузией реакции и указывает на то, что, воз-
можно, связывание происходит в две стадии. Измерения при
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более высоких концентрациях подтверждают это предположе-
ние (рис. 7.10). Показано, что имеется начальная, быстрая ста*
дия, находящаяся за пределами разрешения метода останов-
ленной струи, сопровождающаяся изомеризацией со скоростью
400 с - 1 . Константы fe2 и k\/k~\ можно определить из концентра-
ционной зависимости констант скорости так, как описано в гл. 4.
Аналогичные данные были получены и при исследовании свя-
зывания ADP. При низких концентрациях константа скорости
второго порядка для связывания ADP равна 1,5- 106M~1c~1, а при
высоких скорость выходит на плато и становится равной 400с-1,
что свидетельствует о наличии стадии изомеризации, характе-
ризующейся константой k-e.

Константа /г_2 слишком мала, чтобы ее можно было прямо
измерить. В опытах по катализируемому фрагментом Si синтезу
[32Р]АТР и [32Р]ортофосфата для нее были получены значе-

ния 3- Ю-4 с-1 и 2- Ю-7 с-1 [66, 67].

4. Равновесие между М*.АТР и M**.ADP.P

Эта стадия исследовалась с помощью смешивания избытка
фермента с [у32Р]АТР и измерения концентраций [у32Р]АТР и
[32Р] ортофосфата методом остановленной струи [63]. Равнове-
сие на поверхности фермента быстро устанавливается и медлен-
но нарушается по мере того, как M**.ADP. [3 2P]P изомеризу-
ется с образованием M\ADP[ 3 2P]P со скоростью 0,06 c~'.

5. Измерение светорассеяния

При полимеризации актина (мол. вес 42 000) образуются
крупные агрегаты. Каждый мономер может связать один моль
фрагмента S! (мол. вес 115 000), и образующийся в результате
актомиозиновый комплекс (акто-Si) имеет приблизительно в три
раза большую массу. Этот процесс сопровождается увеличением
мутности раствора, поскольку светорассеяние связано с массой
полимера. Стимулируемое АТР высвобождение Sj из комплекса
можно исследовать, наблюдая за уменьшением мутности рас-
твора. Для этого прменяют метод остановленной струи с регист-
рацией оптической плотности. Более чувствительным, однако,
является метод регистрации флуоресценции, поскольку в этом
случае измерения проводятся под прямым углом к падающему
световому пучку (гл. 6) [69]«
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Е. Фосфофруктокиназа: определение аномерной
специфичности методом остановленной струи,
замороженной струи и с помощью использования
субстратов с фиксированной конфигурацией

Фосфофруктокиназа катализирует фосфорилирование фрук-
тозо-6-фосфата до фруктозо-1,6-дифосата. В растворе субстрат
существует в виде смеси двух аномеров — а(20%) и р(80%),
переходящих один в другой через образование открытой кето-
формы.

D-фруктозо-б-фосфат + АТР 0-фруктозо-1,6-дифосфат + ADP. (7.21)

О3РОСН2

сн2он
снгон

ж
Т~0%)

"О3РОСН2 :н2он

(7.22)

а-Аномвр (~20%)

Применение методов исследования быстрых реакций, позволяю-
щих измерить скорость взаимопревращений аномеров, показало,
что фермент специфичен к р-аномеру. К такому же выводу
привело и определение активности фермента по отношению к
активности модельных субстратов, фиксированных в одной из
этих конфигураций. При использовании достаточных количеств
фермента, позволяющих фосфорилировать весь активный ано-
мер прежде, чем между а- и р-формами установится новое рав-
новесие, выявилось, что 80% данного субстрата реагирует быст-
ро, а остальные 20%—с константой скорости аномеризации
этого субстрата. Кинетика процесса исследовалась методом за-
мороженной струи с применением [у32Р]АТР [70] и с помощую
спектрофотометрического анализа реакции (7.19) 171]. Исполь-
зовались также данные стационарной кинетики с применением
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следующих субстратов [72]:

о-

Н О ^ - Ч - О Н , -СН2ОН) У„.х=100%, Км = 0,043 НМ

он
а$--о-фруктозо-Ь-фосфат

fl-O3POCH2
«•О

НО _ .

LOH

он"7

%5-ангидро-т>-маннитол-\-фосфат
(фиксированный в р,-конфигурации)

2 'О 3 РОСН 2 СН2ОН

1&-ангидро-П- глюцитолЛ-фосфат
{фиксированный в а-конфигурации)

(Конкурентный
ишибитор)

2,5-ангидро-О-маннитол-1-фосфат может находиться только
в одной фиксированной конфигурации, аналогичной конфигура-
ции р-аномера D-фруктозы. В этом соединении в положении
2 отсутствует ОН-группа и оно не способно принять конфигура-
цию, аналогичную конфигурации сс-аномера, поскольку кольцо
не может раскрыться. С другой стороны, производное глюцитола
всегда имеет конфигурацию, аналогичную конфигурации сс-ано-
мера. Из анализа значений Vmax и /См (или Ki) видно, что, хотя
с ферментом связываются оба соединения, только р-аномер свя-
зывается продуктивно и фосфорилируется.

Ж. Аффинные метки [73]

Аффинная метка или, иначе говоря, необратимый ингибитор
активного центра, представляет собой химически активное со-
единение, близкое по своей структуре к субстрату. Это соедине-
ние специфически связывается с активным центром фермента и
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образует ковалентные связи с аминокислотными остатками бел-
ка [74—76]. Аффинные метки очень полезны для идентифика-
ции аминокислотных остатков, участвующих в катализе, и при
определении р/Са из рН-зависимости скорости модификации.

E + I *J± ЕЛ —^ E-I. (7.23)

Реакция аффинной метки с ферментом начинается с образо-
вания обратимо связанного комплекса фремент—ингибитор, да-
лее следует стадия ковалентной модификации фермента и, сле-
довательно, необратимое ингибирование. Эта схема аналогична
механизму Михаэлиса — Ментен, а потому при возрастании
концентрации ингибитора должно наблюдаться насыщение. Ре-
шение кинетического уравнения для этого случая приведено в
гл. 4 [уравнение (4.71)]. Для простого случая неравновесного
связывания, за которым следует медленная стадия химического
превращения, справедливо уравнение

r
Поскольку связывание «субстрата» с ферментом является спе-
цифичным, скорость химической реакции, протекающей в преде-
лах фермент-«субстратного» комплекса, чаще всего достаточно
высока благодаря энтропийному преимуществу ее над простой
бимолекулярной реакцией в растворе. Следовательно, соедине-
ния, которые обычно обладают низкой реакционной способ-
ностью, могут стать очень реакционноспособными аффинными
метками.

Таблица 7.11

Высокая реакционная способность аффинных модификаторов а )

Реакция

Cbz-L-фенилаланинхлорметилкетон + химотрип-
син (алкилирование His-57)

Cbz-L-фенилаланинхлорметилкетон + ацетилги-
стидин

Константа скорости
второго порядка,

М - ' с - 1

69

4,5 • 10~5

а> Shaw E. N.. Ruscica J., Archs Biochem. Biophys., 145, 484 (1971).

Принцип данного метода очень хорошо иллюстрируется од-
ним из первых экспериментов по применению аффинных ме-
ток— исследованием реакции тозил-Ь-фенилаланинхлорметил-
кетона (ТРСК) с химотрипсином [74]. ТРСК сходен с такими



246 ГЛАВА I

субстратами, как метиловый эфир тозил-Ь-фенилаланина, но
содержит хлорметилкетонную группу, являющуюся алкилирую-
щим агентом. Известно, что галоидметилкетоны реагируют с
тиолами и имидазолами. Процесс необратимого ингибирования
химотрипсина ТРСК имеет следующие особенности 173, 74]:

?
С

СН^СН ОМе

ш
O=S=OТРСК о

а. Скорость инактивации фермента подавляется обратимы-
ми ингибиторами или субстратами фермента.

б. График зависимости относительной скорости ингибиро-
вания от рН при низких концентрациях ингибитора ([I]<C/Ci)
имеет вид колоколообразной кривой с такими же значениями
р/Са, какие были найдены из рН-зависимости kcat/Кгл в случае
гидролиза субстратов.

в. С помощью ингибитора, меченного радиоактивным угле'
родом, показано, что инактивированный фермент связывает
один моль ингибитора на один моль активных центров.

г. Согласно более поздним данным, кривая зависимости
скорости инактивации от концентрации ингибитора выходит на
плато при достаточно высоких концентрациях последнего
(«/См* «0,3 мМ) [77]. (Проведенные позже исследования пока-
зали, что модифицируемой аминокислотой в активном центре
является His-57).

Все эти свойства в совокупности являются тестом на выяв*
ние аффинной метки, модифицирующей в активном центре груп-
пу, ионизация которой контролирует активность фермента. На-
личие кинетики с насыщением (п. г) показывает, что метка об-
разует комплекс с ферментом, хотя это можно и не обнаружить,
если К\ лежит в области концентраций, при которых ингибитор
не растворяется. Конкурентное ингибирование субстратом (п. а)
подтверждает, что связывание происходит в активном центре.
Стехиометрическое соотношение 1 : 1 означает, что эта модифи-
кация является избирательной. Ценные данные позволяет полу-
чить анализ рН-зависимости различных параметров. Как отме-
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чалось в гл. 5, рН-зависимость Утах//(м или kcatlKM дает р/Са
тех групп в свободном ферменте, которые участвуют в катализе
и связывании субстрата. Аналогичным образом из рН-зависи-
мости параметра ki/Ki (или относительной скорости реакции
при [I] <C (̂i, поскольку в этих условиях скорость пропорцио-
нальна kilKi), мы получаем р/Са тех групп в свободном фер-
менте, которые участвуют в связывании и в реакции с ингибито-
ром. Следовательно, рН-зависимости feCat//CM и kJKi должны
дать идентичные наборы значений р/Са, если аффинной меткой
модифицируются те же группы, что и участвующие в катализе.
Аналогично тому как из рН-зависимости /jcat мы получаем р/Са

фермент-субстратного комплекса, рН-зависимость kx дает зна-
чения р/Са комплекса фермент — ингибитор (с оговорками, ука-
занными в гл. 5).

Ферменты всегда таят в себе много неожиданного для энзи-
молога. Так, например (см. гл. 12, разд. Е.2), аффинная метка
1,2-ангидро-О-маннитол-6-фосфат присоединяется к остатку
глутаминовой кислоты в глюкозо-6-фосфатизомеразе [78].

СНг^гл СНО

-ОН

но- но-
-он
-он

С Н 2 О Р О ;
\Ъангидро-Ъ-маннитол- 6-

фосфат

-ОН

-он
СН2ОРОГ

Глюкозо-Ь-
фосфат

Установлено, что в этом случае имеет место кинетика с насы-
щением, субстраты препятствуют модификации, стехиометрия
инактивации равна 1 : 1, а рН-зависимость k\ дает значения р/Са

для комплексов фермента с ингибитором, близкие к р/Са фер-
мент-субстратного комплекса. Однако результаты кристаллог-
рафического анализа позволяют предположить, что модифици-
ровалась не та группа, которую имели в виду, а другое участву-
ющее в катализе основание (гл. 12, разд. Е.2) [79]. Если все
обстоит именно так, то неожиданный результат интереснее
ожидаемого, поскольку тем самым обнаружена важная, не из-
вестная ранее каталитическая группа.

Еще один показательный пример использования аффинных
меток связан с исследованием пепсина [см. уравнения (12.29) и
(12.30)]. Этот фермент содержит два участвующих в катализе
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остатка аспарагиновой кислоты, из которых ионизирован только
один. Ионизированная карбоксильная группа взаимодействуете
эпоксидом, поскольку последний вступает в реакцию, конечно, с
нуклеофильной группой. Неионизированная карбоксильная
группа взаимодействует с диазоацетильным производным эфира
аминокислоты (7.25).

Си1 1

N 2 C H C O N H C H ( R ) C O 2 M e C u " C H C O N H C H ( R ) C O 2 M e (7.25)

Эта реакция катализируется ионами меди, что, вероятно, обус-
ловлено образованием комплекса карбена с медью [80]. Изве-
стно, что карбен, у которого на внешней оболочке находится
только шесть электронов, присоединяется к неионизированным
карбоксильным группам по связи О—Н.

Еще один интересный подход состоит в использовании фото-
чувствительных аффинных меток [81, 82] — соединений, устойчи-
вых в темноте, но активизирующихся в результате фотолиза, и
способных обратимо присоединяться к ферменту. Обычно в ка-

Таблща 7.12

Некоторые аффинные метки а '

Фермент

Триозофосфатизомераза

Лизоцим

Изолейцил-тРНК-синте-
таза

Аффинная метка

и

1СН2ССН2ОРО*"

СН2СНСН2ОРО*"

сн2он ^о ч

J—o осн2снсн2

R O N

1

/1
ШАс

ВгСН2СО-Пе-тРНКПе

Субстрат

О
II

НОСН2ССН2ОРО^"

О

НССН(ОН)СН2ОРО^

СН 2ОН

Кон и

NHAc

Пе-тРНКП е

а> Hartmann F. С, Blochem. biophys. Res. Commun., 33, 888(1968); Watey S. G., Mil-
ler J. C, Rose I. A., O'Connell E. L., Nature, Lond., 227, 181 (1970); Thomas E. W., McEl-
vy J. P., Sharon N.. Nature, Lond., 222, 485 (1969); Santi O. V., Merchant W.. Blochem. biop-
hys. Res. Commun., 6J, 370 (1973).
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честве таких реагентов используются диазосоединения или ази-
ды, при фотолизе которых образуются соответственно высокоре-
акционноспособные карбены или нитрены:

»- RC( (7.26)

ftv
R — N 3 *• R — N : (7.27)

Фоточувствительные аффинные метки оказались очень по-
лезными при картировании аминокислотных остатков в актив-
ных центрах ферментов и в центрах связывания белков (напри-
мер, антител). Для кинетических исследований более удобны
обычные аффинные метки, поскольку они специфичны в отноше-
нии основных и нуклеофильных групп, которым в катализе при-
надлежит главная роль, и позволяют получить информацию о
р/Са модифицируемых групп.

В настоящее время синтезированы сотни аффинных меток; в
основе большинства из них лежат галоидметилкетоны или эпок-
сиды. Перечень меток ежегодно приводится в периодических
сообщениях для специалистов «Аминокислоты, пептиды и бел-
ки», издаваемых Химическим обществом Великобритании.
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8 Глава

КООПЕРАТИВНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ
ЛИГАНДОВ И АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ

А. Положительная кооперативность

Молекулы многих белков состоят из субъединиц и имеют
несколько центров связывания лигандов. В ряде случаев кривые
связывания лигандов не следуют уравнению Михаэлиса — Мен-
тен (глава 6, разд. Г), а имеют сигмоидный характер. Кривая
такого рода представлена на рис. 8.1; она отражает зависимость
степени насыщения гемоглобина кислородом от давления кисло-
рода. Здесь же для сравнения приведена гипербола, описывае-
мая уравнением типа уравнения Михаэлиса — Ментен, которая
отражает связывание кислорода миоглобином. Сигмоидные
кривые характерны для случая кооперативного связывания ли-
гандов белками, имеющими несколько центров связывания в
белковом олигомере. Так, например, молекула гемоглобина со-
стоит из четырех полипептидных цепей, каждая из которых сход-
на с единственной полипептидной цепью миоглобина. Кривую
связывания кислорода гемоглобином можно описать уравнением,
содержащим четыре константы последовательного связывания
(уравнение Эдера [1]). Удивительная особенность процесса ко-
оперативного связывания состоит в том, что сродство гемогло-
бина к четвертой присоединяемой молекуле кислорода в
несколько сот (до тысячи) раз превышает сродство к первой
молекуле. Это увеличение сродства нельзя объяснить, исходя из
наличия четырех невзаимодействующих центров, обладающих
просто разным сродством к кислороду. В этом случае центры с
высоким сродством к кислороду заполнялись бы первыми и
молекула с частично заполненными центрами связывания обла-
дала бы меньшим сродством, чем дезоксигемоглобин. Увеличе-
ние сродства по мере насыщения гемоглобина кислородом явля-
ется результатом взаимодействия связывающих центров, приво-
дящим к тому, что связывание молекулы кислорода с одним
центром вызывает увеличение сродства другого.

Аналогичными кооперативными свойствами обладает и ряд
ферментов. Здесь также зависимость v от [S] изображается
сигмоидными кривыми. Обычно эти ферменты ответственны за
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регуляцию и контроль метаболических процессов, и их актив-
ность регулируется по принципу обратной связи. Терминология,
используемая при ряссмотрении вопросов кооперативности, за-
имствована из области исследования процессов регуляции [2].

20 6040

Венозное давление

100

Артериальное давление

Рис. 8.1. Связывание кислорода гемоглобином (/) и миоглобином (//).

Ферменты с описанными выше свойствами называются аллосте-
рическими (от греч. allos — другой, stereos — пространство),

Таблица 8.1

Константы Эдера (мм" 1 Hg) для присоединения О2

к гемоглобину при 25 °С, рН 7,4 и 0,1 М NaCl a ) ' б )

2,3-дифосфоглицерат,
мМ

0

2,0

К\

0,024

0,01

К.2

~ 0,074

~ 0,023

*з

~ 0,086

~ 0,008

7,4

11,2

НЬ

a> Tyuma I., Imal К., Shimlzu К- Biochemistry, 12, 1491 (1973).
б) Уравнение Эдера описывает следующий процесс:

'' НЬО 2 < " f НЬ(О 2) 2 ( ' > НЬ(О2)з <""" > НЬ(О2)4,

где [НЬО2]
[НЬ] [О2] •Кг=

[НЬ
[HbO2] [O2J
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поскольку аллостерический эффектор (ингибитор или актива-
тор) обычно структурно отличен от субстрата и связывается с
центром, расположенным в другом месте белковой молекулы,
чем активный центр. Взаимодействия между идентичными мо-
лекулами субстрата называют гомотропными, а взаимодействия
между аллостерическими эффектором и субстратом—гетерот-
ропными.

Б. Механизмы аллостерических взаимодействий
и кооперативности

Первые попытки объяснить механизм кооперативности были
предприняты при исследовании свойств гемоглобина. Чтобы
лучше понять смысл этих работ, рассмотрим структуру дезокси-
и оксигемоглобина. Молекула гемоглобина состоит из двух пар
цепей, а и р , расположенных в пространстве таким образом, что
образуется симметричный тетраэдр. Гемы, являющиеся центра-
ми связывания кислорода, располагаются достаточно далеко
друг от друга и непосредственно не взаимодействуют. При ок-
сигенации дезоксигемоглобина тетраэдрическая симметрия со-
храняется, а в четвертичной и третичной структуре наблюдаются
изменения (рис. 8.2) [3]. Из опытов по измерению констант
связывания известно, что дезоксигемоглобин характеризуется
низким сродством к кислороду, тогда как оксигемоглобин —
высоким.

1. Механизм Моно — Уаймена — Шанжё [4]

Моно, Уйамен и Шанжё предложили изящное объяснение
кооперативности, приняв, что небольшая часть дезоксигемогло-
бина находится в виде четвертичной окси-структуры, которая
связывает кислород более прочно. При присоединении одного
моля кислорода концентрация окси-структуры возрастает, по-
скольку кислород предпочтительно связывается именно с этой
структурой. Связывание достаточно большого числа молекул
кислорода приводит к тому, что окси-форма становится преоб-
ладающей формой гемоглобина в растворе, и последующее свя-
зывание кислорода облегчается. Чтобы упростить соответствую-
щие математические выражения и сделать более ясным их фи-
зический смысл, авторы предположили, что четвертичная струк-
тура молекулы гемоглобина всегда сохраняет свою симметрию;
данная молекула, присоединившая некоторое количество кисло-
рода, находится либо в окси-, либо в дезокси-состоянии;
смешанные состояния невозможны. По этой причине модель
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Моно и др. часто называют «согласованной» моделью, постро-
енной по принципу «все или ничего», или моделью «двух состоя*
НИИ»,

. • • •• . ••• •

: 1
Я
ц 1

| ^

Рис. 8.2. Модели океигемоглобина (А) и дезоксигемоглобина (5), выполнен-
ные из бальзового дерева. Гемы изображены в виде дисков. Обратите внима-

ние на увеличение расстояния между Р-цепями при дезоксигенации.

Эта модель применима и к другим аллостерическим белкам
при следующих предположениях.

а. Рассматриваемые белки являются олигомерами. б. Моле*
кула белка находится в одном из двух конформационных состоя-
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ний: Т (tense, «напряженном»)-состоянии, которое преобладает,
когда белок не связан с лигандами, или R (relaxed, «расслаб-
ленном»)-состоянии. Формы белка, соответствующие разным
состояниям, находятся в равновесии. Указанные состояния раз-
личаются энергетически и по числу связей между субъединица-
ми, в. Форма белка, соответствующая Т-состоянию, обладает
меньшим сродством к лигандам. г. В каждом состоянии все
центры связывания эквивалентны и имеют одинаковые констан-
ты связывания лигандов (предположение симметрии).

4S +

3S +

2S +

S +

S

s s
•it-

s
5

5

•it

$
S

s
s

•Jh

+ 4S

+ 3S

+ 2S

+ S

Рис. 8.З. Модель Моно, Уаймена и
Шанжё связывания лигандов тет-

рамерным белком.

Тсостояние П-состолние

Сигмоидную кривую связывания можно построить, исполь-
зуя лишь три параметра: L — аллостерическую константу, рав-
ную отношению концентраций двух состояний свободного фер-
мента [T]/[R], /Ст и Кя — константы диссоциации для каждого
центра в Т- и R-состояниях соответственно.

Регуляция активности фермента с помощью аллостерических
взаимодействий

Первым достижением теории Моно и др. было построение
теоретической кривой связывания на основе трех параметров —
L, KR И КТ, которая с большой точностью совпала с эксперимен-
тально полученной кривой связывания кислорода гемоглобином.
Но еще более впечатляющим было предложенное этой теорией
очень простое объяснение механизма регуляции. Моно, Уаймен и
Шанжё утверждали, что сигмоидный характер зависимости v от
[S] в отсутствие аллостерических активаторов и ингибиторов
свойствен всем аллостерическим ферментам. Они указывали, что
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если эта сигмоидность обусловлена кооперативным связыванием
и существованием R *± Т равновесия, то регуляцию можно объ-
яснить изменением под действием эффектора отношения
[R]/[T] путем предпочтительной стабилизации одной из этих
форм. Активатор связывается с R-формой и увеличивает ее кон-
центрацию; ингибитор предпочтительно связывается с Т-формой
и таким образом затрудняет переход в R-состояние.

Рис. 8.4. Исчезновение положи-
тельной кооперативное™ при при-
соединении аллостерических эф-
фекторов к некоторым ферментам.
Обратите внимание на очень силь-
ное увеличение ферментативной
активности при низких концентра-
циях субстрата (фосфоенолпипу-
вата) при добавлении AMP к изо-
цитратдегидрогеназе (A), dCDP к
дезокситимидинкиназе (Б) и FDP
к пируваткиназе (В), показываю-
щее, как можно «включить» фер-
мент с помощью аллостерического
эффектора. [Hathaway J. A., At-
kinson D. E. J. biol. Chem., 238,
2875 (1963); Okazaki R., Korn-
berg A. J. biol. Chem., 239, 275
(1964); Haeckel R., Hess В., Lau-
terhorn W., Wfirster K--H. Hoppe-
Seyler'e Z. physiol. Chem., 349, 699

(1968).]

+AMP

ектор
'•miyem

П-2 0,4 0,6 [ИзоцитрапО,мМ

Эффектор
отсутствует

3 [ATP], мМ

+FVP

Эффектор
отсутствует

В
4 6 8 W [PEP], мМ

В предельном случае активатор смещает равновесие между
R- и Т-формами в такой степени, что преобладает R-состояние,
кооперативность исчезает и выполняется кинетика Михаэлиса —
Ментен, что и подтверждается экспериментально для ряда фер-
ментов (рис. 8.4).

Согласно модели Моно и др., присоединение ингибитора к
ферменту, который связывает субстраты но кооперативному ме-
ханизму, должно происходить некооперативно, поскольку инги-
битор присоединяется к преобладающему Т-состоянию. Для ак-
тиваторов, присоединяющихся к ансамблю связывающих цент-
ров в R-состоянии, должно наблюдаться кооперативное связы-
вание.
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Наиболее слабым местом теории Моно и др. является допу-
щение о симметрии. Использование минимального числа проме-
жуточных состояний приводит к тому, что модель становится
лишь неким приближением к действительности. Но как раз в
этом допущении и заложено достоинство модели: она дает
простую схему, которая объясняет экспериментальные данные.
Такие предсказания, как переход от сигмоидной зависимости к
кинетике Михаэлиса — Ментен при достаточно высоких концен-
трациях активатора для ферментов, выполняющих регуляторные
функции, могут быть сделаны независимо от того, вводится ли
допущение о наличии промежуточных состояний. Необходимо
отметить также, что, несмотря на свою простоту, эта теория
объясняет характер кривых связывания кислорода целым рядом
мутантных форм гемоглобина (см. ниже).

Теория Моно и др. является по своей сути структурной тео-
рией. Гипотеза, что между субъединицами, находящимися в
Т-состоянии, существует напряжение, послужила отправным
пунктом многих структурных работ Перутца и других исследо-
вателей при объяснении природы и энергетики этих напряжений
в гемоглобине.

2. Последовательная модель
Кошланда — Немети — Филмера [б]

Авторы этой модели не используют допущение о симметрии,
а предполагают, что переход от Т-состояния к связанному с ли-
гандом R-состоянию представляет собой последовательный про-
цесс. Конформация субъединиц в олигомере при связывании
лиганда изменяется поочередно, без резкого «переключения»
всей молекулы из одного состояния в другое (рис. 8.6). В модели
Моно и др. используется идея об изменении четвертичной
структуры, в то время как в рассматриваемой модели за основу
принимается предположение о последовательном изменении
третичной структуры.

Модель Кошланда и др. основана на двух допущениях:

а. В отсутствие лигандов белок существует в одной конформа-
ции.

б. При связывании лиганд индуцирует в субъединице, к кото-
рой он присоединяется, конформационное изменение. Это из-
менение может передаваться на соседнюю, «вакантную»
субъединицу.

Рассматриваемая модель олицетворяет высказанную ранее
Кошландом идею об индуцированном соответствии, согласно
которой связывание субстрата с ферментом вызывает в послед-
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нем конформационные изменения, в результате чего каталити-
ческие группы фермента принимают необходимую ориентацию.

Используя эти допущения, можно описать связывание кис-
лорода с помощью четырех констант связывания, что формально
эквивалентно использованию уравнения Эдера, и, следователь-
но, модель Кошланда и др. можно рассматривать как интерпре-
тацию этого уравнения на молекулярном уровне. В общем случае

t
Y

Рис. 8.5. Модель Кошланда, Немети и Филмера связывания лигандов тетра-
мерным белком.

число необходимых для описания констант равно числу центров
связывания в отличие от модели Моно и др., в которой всегда
используется три константы.

Модель Кошланда и др. является более общей и, вероятно,
лучше описывает аллостерические свойства некоторых белков,
чем модель Моно и др., хотя интерпретация экспериментальных
данных в этом случае часто бывает несколько более сложной.

3. Обобщенная модель [6]

Эйген указывал, что модели Моно и др. и Кошланда и др.
представляют собой предельные случаи более общей схемы
(рис. 8.6). Эта схема сложнее представленной здесь «шахматной
доски», поскольку по причинам симметрии в случае гемоглобина
имеется 44 возможных состояния. На рис. 8.6 модель Кошланда
и др. представляется перемещением слона вдоль диагонали,
идущей из левого верхнего угла шахматной доски в правый
нижний угол, а модель Моно и др.— перемещением ладьи вдоль
вертикальных сторон доски и между этими сторонами. В работе
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[7] была проанализирована обобщенная модель, включающая
как крайние случаи модели Моно и Кошланда и рассматриваю-
щая диссоциацию олигомера на субъединицы и т. д. Однако
получающиеся результаты слишком сложны, чтобы ими можно
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Рис. 8.6 Обобщенная схема Эйге-
на для связывания лигандов тет-
рамерным белком. Крайние слева
и справа столбцы изображают
упрощенную схему Моно и др., а
диагональ, идущая из левого верх-
него угла в правый нижний,— схе-

му Кошланда и др.

было широко пользоваться, и значительно удобнее интерпрети-
ровать экспериментальные данные в рамках рассмотренных вы-
ше моделей.

В. Отрицательная кооперативность и реакционная
способность половины активных центров [8, 9]

У некоторых ферментов при последовательном связывании
молекул лигандов наблюдается уменьшение сродства. Как ука-
зывалось ранее, это явление можно объяснить изначальным
различием в сродстве имеющихся центров связывания, приводя-
щим к тому, что первым связывают лиганды те центры, у кото-
рых сродство выше. Однако установлено, что такое поведение
свойственно и олигомерным ферментам, состоящим из идентич-
ных субъединиц. Результаты рентгеноструктурных исследо-
ваний двух ферментов — тирозил-тРНК.—синтетазы [10] и гли-
церальдегид-3-фосфат—дегидрогеназы [11] из Bacillus stearo-
thermophilus — показали, что субъединицы этих ферментов
располагаются симметрично, так что все центры в исходном
состоянии эквивалентны. Однако тирозил-тРНК—синтетаза, яв-
ляясь димером, прочно связывает только один моль тирозина,
связывание же второго моля не удается обнаружить даже при
миллимолярных концентрациях тирозина [12, 13]. Присоедине-
ние четырех молей NAD+ к глицеральдегид-3-фосфат—дегидро-



КООПЕРАТИВНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ ЛИГАНДОВ 261

геназе из мышц кролика характеризуется следующим увеличе-
нием констант диссоциации: 10-", Ю-9, 3-10~7 и 3- Ю-5 М [14, 15].
Аналогичные изменения сродства обнаружены при исследовании
бактериального фермента. Подобный антагонизм в связывании
молекул известен под названием отрицательная кооператив-
ность (или антикооперативность).

Отрицательную кооперативность нельзя объяснить, исходя из
модели Моно и др., согласно которой присоединение первой
молекулы лиганда только стабилизирует состояние с высоким
сродством и не способно увеличить концентрацию Т-формы.
Теория Кошланда и др. объясняет отрицательную кооператив-
ность тем, что присоединение лиганда к одному центру вызывает
конформационное изменение, которое передается на вакантную
субъединицу (допущение в). Таким образом, отрицательная ко-
оперативность является отличительным признаком механизма
Кошланда и др.

Ситуация, аналогичная отрицательной кооперативности, воз-
никает тогда, когда из In центров молекулы фермента реагиру-
ют (быстро) только п центров (реакционная способность поло-
вины связывающих центров; half-of-the sites reactivity). Обна-
ружить это явление удается с помощью данных по предстацио-
нарной кинетике. Показательным примером такого фермента
может служить тирозил-тРНК—синтетаза: образование одного
моля связанного с ферментом тирозиладенилата происходит с
константой скорости 18 с~\ тогда как второй центр реагирует в
104 раз медленнее [12, 16].

Рассматриваемое явление не вписывается в рамки простой
теории Моно и др., поскольку центры связывания неэквивалент-
ны, и тем самым симметрия нарушена.

В этой связи необходимо отметить следующее. Возможность
выявления случая реакционной способности половины связыва-
ющих центров зависит от того, известна ли концентрация цент-
ров связывания на ферменте, что в свою очередь зависит от
точности определения концентрации белка и чистоты препарата.
Негомогенный препарат, содержащий молекулы, обладающие
разным сродством к лиганду, дает кривую связывания такого
же вида, как и в случае отрицательной кооперативности, что
может привести к ошибочному выводу о наличии взаимодей-
ствия между субъединицами. Еще одна ситуация, которую
можно ошибочно интерпретировать как случай реакционной
способности половины связывающих центров, имеет место в ре-
акциях, катализируемых лактатдегидрогеназой, и обсуждается
в гл. 12: из-за неблагоприятной константы равновесия между
E.NAD+.Lac и E.NADH.Pyr не происходит полного накопления
ферментсодержащего промежуточного соединения E.NADH.Pyr
[схема (12.9)].
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Таблица 8.2

Ферменты, у которых реакционной способностью обладает
только половина активных центров

Фермент

Ацетоацетатдекарбокси-
лаза

Альдолаза

Аминоацил-тРНК—син-
тетазы (некоторые)

Цитидинтрифосфатсинте-
таза

Глицеральдегид-3-фос-
фат—дегидрогеназа

Аспартат-карбамоил-
трансфераза

Глутаминсинтетаза

Реакция

Инактивация активного
центра лизина

«Парциальная» реакция
с фруктозо-6-фосфатом

Двухфазное образование
аминоациладенилата

Необратимая инактивация
(анализ стехиометрии)

Реакция с нефизиологи-
ческими субстратами.
В реакции с физиологи-
ческими субстратами уча-
ствуют все центры

Связывание СТР
Связывание карбамилфос-

фата
Необратимое ингибирова-

ние

Число
субъединиц

12

2

2

4

4

6 (регулят.)
6 (каталит.)

8

Источник
данных а>

1

2

3

4

5

5

6

) 1 —Schmidt D. E., Jr., Westhelmer F. H., Biochemistry, 10, 1249 (1971) и литература,
приведенная в этой Статье.

2—Tsolas О., Horecker В. L., Archs Biochem. Biophys., 173, 577 (1976).
3—Mulvey R. S., Fersht A. R., Biochemistry, 15, 243 (1976).
4—Levitzkl A., Stallcup W. В., Koshland D. E., Jr., Biochemistry, 10, 3371 (1971).
Б—Seydoux F., Malhotra O. P., Bernhard S. A., Crit. Revs Biochem., 227 (1974).
6—Tate S. S., Meister A., Proc. natn. Acad. Sci., USA, 68, 781 (1971).

Г. Количественный анализ кооперативности

1. Уравнение Хилла; коэффициент Хилла —
мера кооперативности [17]

Рассмотрим случай полностью кооперативного связывания;
молекула фермента имеет л связывающих центров и лиганд
присоединяется одновременно ко всем центрам.

(8.1)

(8.2)

E + rtS ^=±: ESn.

Константа диссоциации имеет следующий вид:

lESn] •
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Степень насыщения У есть

\-Y =

[ESn]
[Е]о'
[Е]
[Ео]

 -

(8.3)

(8.4)

(8.5)

Аналогичное уравнение, называемое уравнением Хилла,

(8.6)

Из уравнений (8.2) и (8.4) получаем

удовлетворительно описывает связывание лигандов аллостери-
ческими белками в интервале от 10 до 90% насыщения. За

333

99
/о/о

о
о

о
о

о
о

о

о
о

-1 -

-2-

Рис. 8.7. График Хилла для связывания кислорода с нормальным гемоглоби-
ном (рН 7.4). [Kilmartin J. V., Imai К., Jones R. Т., In: Erytrocyte structure

and function, Alan R. Liss Inc. New York, p. 21 (1975).]

пределами этого интервала экспериментальная кривая отклоня-
ется от прямой. Величина А, определяемая из наклона кривой,

30

50

10

1
I

I
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описываемой уравнением (8.6), в области полунасыщения (У =
= 0,5), известна под названием коэффициент Хилла и является
мерой неоперативности. Чем выше h, тем сильнее кооператив-
ность. В пределе h равен числу центров связывания. Если h — 1,
то кооперативность отсутствует; при h > 1 имеет место поло-
жительная кооперативность, а при h < 1 — отрицательная.

Уравнение Хилла можно использовать при кинетических из-
мерениях, если вместо У подставить v:

lg f/(^max - О) = Л lg [S] — Ig AT. (8.7)

2. Кривая связывания для модели Моно и др. [4]

Пусть константа диссоциации лиганда для комплекса с
R-формой равна /CR, а для комплекса с Т-формой — /Ст. Обо-
значим отношение этих констант через с:

c = .KR/tfT. (8.8)

R-состояние с х присоединенными молекулами лигандов обо-
значим через Ях, для Т-состояния введем аналогичное обозна-
чение 7Х. В таком случае аллостерическая константа L опреде-
ляется выражением

i = [T]o/[Rb. (8.9)
Доля связанного с лигандом белка У рассчитывается из

уравнения материального балланса. Следует помнить о необхо-
димости введения «статистических множителей» в константы свя-
зывания. Например, константа диссоциации' для первой присо-
единяющейся к гемоглобину молекулы О2 равна /(т/4, поскольку
число центров, с которыми этот лиганд может связаться,
равно четырем, а отщепление осуществляется только от одного
центра. Аналогичным образом константа диссоциации для вто-
рой присоединяющейся молекулы будет равна 2/Ст/З, поскольку
имеется три центра, к которым она может присоединиться, но
после ее присоединения образуются два центра, от которых
молекула кислорода может отщепиться.

Величина У для белка, имеющего п центров, определяется
выражением

Y ([Ri] + 2[R»]+ ... + я IR»1) + ([Т.] + 2 [Т,] + ••• +п[Тп])
n([R0] + [Ri]+ ... +[R«) + [T.] + [T,]+ ... +[Т„]) • 18.1UJ

Если перейти к параметрам L и с и ввести для удобства
безразмерную концентрацию субстрата

o-[S]//rR, (8.11)

1 Речь идет о макроскопической константе диссоциации (следует помнить,
что /CR И КТ — микроскопические константы диссоциации). — Прим. pea.
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то уравнение (8.10) преобразуется к виду

Lea (1 + са)"+' + а (1 + а ) " ~ '
Г~ L (1 + са)" + (1 + о)" (8.12)

Согласно модели Моно и др., ход кривой насыщения для
любого олигомерного белка, состоящего из п протомеров, опре-
деляется только тремя неизвестными параметрами и концентра-
цией лиганда [L, KR, KT И [S], из которых три последние
величины связаны с с и а, а потому входят неявным образом в
уравнение (8.12)].

Таблица 8.3

Аллостерические константы для некоторых белков

Белок

Гемоглобин

Пируваткиназа
(дрожжи)

Глицеральде-
гид-3-фосфат-
дегидрогена-
за (дрожжи)

Лиганд

о2
Фосфоенол-

пируват
NAD+

Число
центров
связы-

вания п

4

4

4

Коэффи-
циент

Хилла h

2,8

2,8

2,3

L

3 - Ю 5

9 - 1 0 з б )

60

с

0,01

0,01 б )

0,04

Источник
данных а)

1

2

3

а ' 1 —Edelstein S. J., Nature, Lond., 230, 224 (1971).
2—Haeckel R., Hess В., Lauterhorn W., Wurster K.-H. Hoppe-Seyler'» Z. physlol.

Chem., 349, 699 (1968): Bischofberger H., Hess В., Roschlau P., ibid., ЗБ2, 1139(1971).
3 —Kirschner K- Qallego E., Schuster I., Goodall D., J. molec, Biol., 58, 29 (1871V

*>) По оценкам автора.

В табл. 8.3 приведен ряд значений L и с, полученных с
помощью ЭВМ путем описания экспериментальных кривых свя-
зывания для некоторых белков уравнением (8.12). (Это, однако,
не означает, что структурные изменения происходят в соответ-
ствии с моделью Моно и др.— модель Кошланда и др. предска-
зывает аналогичную кривую связывания; см. ниже.)

а. Зависимость коэффициента Хилла от параметров L и с [18]

Значение h можно рассчитать, проанализировав с помощью
ЭВМ уравнение (8.12).Установлено, что при постоянном с зави-
симость h от L графически представляется колоколообразной
кривой (рис. 8.8). h = 1, когда L много больше или много
меньше с, и принимает максимальное значение, когда

L = c-n'2 (8.13)
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(где п — число центров связывания). Подобный характер зави-
симости h от L объясняется тем, что при малых L начальная
концентрация R-формы достаточно высока, чтобы обеспечить

Рис. 8.8. Изменение коэффици-
ента Хилла для тетрамерного
белка с изменением параметра
L. [Rubin M. M., Changeux
J.-P., J. molec. Biol., 21, 265

(1966).]

высокую степень связывания, а при очень большом L концент-
рация R-формы слишком мала, чтобы вносить в связывание
ощутимый вклад.

Рис 8.9. Изменение коэффициента Хилла с изменением параметра L для свя-
зывания кислорода с различными мутантными формами гемоглобина. [Bald-

win J. M., Prog. Biophys. Molec. Biol., 29, 3 (1975).!

Колоколообразная кривая представляет особый интерес для
анализа эффектов структурных изменений в белке, которые ска-
зываются на величине L. Именно на такую кривую ложатся
коэффициенты Хилла для широкого круга модифицированных и
мутантных форм гемоглобина (рис, 8.9) [19].
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3. Кривая связывания для модели Кошланда и др.

В рамках модели Моно и др. выражение для У имеет простой
вид благодаря предположению, что имеется только две кон-
станты диссоциации. В модели Кошланда и др. каждому про-
межуточному состоянию соответствует своя константа диссоци-
ации, поэтому простого общего выражения для Y не существует.
Число параметров должно быть равно числу центров связы-
вания.

4. Обнаружение кооперативности и сопоставление
механизмов Моно и др. и Кошланда и др.

Наличие кооперативности выявляется по величине коэффи-
циента h, а также по характерным отклонениям от линейности
соответствующих анаморфоз кривых насыщения или прямых на

Положительная
кооператчвность

тность
отсшствует

Отрицательная ко*
оперативность или
наличие двух неэкви-
валентных центров
связывания

Рис. 8.10. График зависимости стехиометрии связывания v от v/[L] для про-
цесса присоединения лиганда L к димерному белку.

графике Скэтчарда (рис. 8.10). Обнаружение отрицательной
кооперативности указывает на невыполнимость простого меха-
низма Моно и др., в то время как положительная кооператив-
ность согласуется с обеими моделями. Анализ формы кривой
связывания также не дает однозначного ответа, поскольку обе-
им моделям соответствуют аналогичные кривые. В принципе
различить эти две модели можно, измерив скорость связывания
лигандов [6]. Например, модель Моно и др. дает меньшее число
времен релаксации, поскольку включает меньшее число состоя-
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ний. Этот подход был с успехом применен при исследовании
глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназы дрожжей Киршнером
и др. [20], которые показали, что связывание NAD+ происходит
в соответствии с моделью Моно и др. В то же время исследова-
ние связывания лигандов с гемоглобином указывает на суще-
ствование промежуточных состояний.

Выбор модели часто зависит от характера эксперимента. Ис-
следователи, изучающие, скажем, влияние структурных измене-
ний в молекуле гемоглобина на сродство кислорода и коэффи-
циент Хилла, предпочитают пользоваться моделью Моно и др.,
поскольку она является по своей природе структурной. Эта
модель позволяет легко предсказать характер связывания ли-
ганда и интерпретировать экспериментальные данные. Исполь-
зование ее для нахождения коэффициента Хилла и анализа ре-
зультатов исследования равновесных процессов дает очень хоро-
шие результаты. Ученые, занимающиеся кинетическими исследо-
ваниями, предпочитают модель Кошланда и др., поскольку
кинетические параметры более чувствительны к существованию
промежуточных состояний. В теории Кошланда и др. больше
параметров и больше возможностей для подгонки.

Д. Молекулярный механизм кооперативного
связывания для гемоглобина [3]

1. Физиологическое значение
кооперативного связывания кислорода
Положительная кооперативность не предназначена для уве-

личения сродства гемоглобина к кислороду; константа связыва-
ния кислорода свободными цепями гемоглобина значительно
выше константы связывания первого моля кислорода дезоксиге-
моглобином и приблизительно равна константе связывания кис-
лорода оксигемоглобином. Положительная кооперативность
обеспечивает резкое изменение степени сродства в очень узком
диапазоне давлений кислорода. Это позволяет гемоглобину на-
сытиться кислородом в легких и затем высвободить примерно
60% его в тканях. Процесс насыщения может осуществляться в
довольно узком диапазоне давлений, что обусловлено крутизной
графика зависимости степени насыщения от давления кислорода
в области 50%-ного насыщения. Кривая, описываемая простым
уравнением Михаэлиса — Ментен, гораздо более пологая. (Ко-
эффициент Хилла является мерой крутизны кривой насыщения в
точке, отвечающей 50% насыщения; для сигмоидной кривой,
отвечающей связыванию гемоглобина, h ~ 3, а для гиперболы
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2. Стереохимический механизм оксигенации
гемоглобина

Две пары а- и р-субъединиц гемоглобина образуют тетраэдр
с осью симметрии второго порядка (рис. 8.2), проходящей через
полость, расположенную в центре структуры. Органические
фосфаты, например 2,3-дифосфоглицерат, являющиеся аллосте-
рическими эффекторами, связываются в этой полости с дезокси-
гемоглобином в стехиометрическом соотношении 1 : 1 (рис. 8.11)

Аминокислотный
остаток о

Рис. 8.11. Встраивание 2,3-дифосфоглицерата (DPG) между р-цепями в цен-
тральной полости гемоглобина человека. [Arnone A., Perutz M. F., Nature,

Lond., 249, 34 (1974).]

[21—23]. Отрицательно заряженный органический фосфат рас-
полагается между двумя р-субъединицами, образуя четыре ион-
ные связи с каждой цепью (с остатками Val-1, His-2, Lys-82 и
His-143). Дезоксигемоглобин стабилизован четырьмя парами
солевых мостиков между контактирующими поверхностями двух
а-цепей и двумя мостиками между ос- и р-цепями.

При оксигенации субъединицы поворачиваются друг относи-
тельно друга и оси второго порядка приблизительно на 10°. Углы
наклона гемов изменяются на несколько градусов, а спиральные
участки сдвигаются друг относительно друга на 2—3 А. Все эти
изменения выявляются даже при низком разрешении. При вы-
соком разрешении можно видеть, что помимо некоторых кон-
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формационных изменений в субъединицах происходит разрыв
солевых мостиков между всеми субъединицами. Кроме того,
а-аминогруппы Val-1 каждой р-цепи в центральной полости
расходятся на 4 А, тогда как сама полость сужается, выталки-
вая присоединившийся органический фосфат. Происходит также
уменьшение площади гидрофобной поверхности, вдоль которой

Окси
HisF8

Дезокси,

X

~2,7А

Рис. 8.12. Перемещение имида-
зольного кольца аминокислот-
ного остатка HisF8 при присо-
единении кислорода к дезокси-
гемоглобину. Уменьшение ра-
диуса иона Fe 2 + позволяет ему
поместиться между атомами
пиррольного азота (Np) в пло-

скости пиррольного кольца.

осуществляется контакт субъединиц [24]. Таким образом, пред-
сказанные Моно, Уайменом и Шанжё «напряжения», возника-
ющие между субъединицами в Т-состоянии, обусловлены обра*
зованием солевых мостиков и наличием дополнительных гидро-
фобных взаимодействий.

Все это объясняет причину низкого сродства дезоксигемог-
лобина к кислороду по сравнению с миоглобином или искус-
ственно полученными отдельными цепями гемоглобина [13].
При связывании кислорода в четвертичной структуре гемогло-
бина происходит нарушение взаимодействий, ответственных за
пониженное сродство к кислороду. Солевые мостики разрыва-
ются, и гидрофобные поверхности обнажаются. Становится по-
нятным и механизм действия аллостерических эффекторов: орга-
нические фосфаты прочно связываются с определенным центром
в Т-состоянии и затрудняют его переход в R-состояние.

Разрыв солевых мостиков при оксигенации объясняет также
аффект Бора [25]. Оксигенация при физиологическом рН со-
провождается высвобождением ~0,7 протона на гем. Это обус-
ловлено тем, что р/Са аминных оснований, принимающих участие
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в образовании солевых мостиков, выше, чем обычно, из-за при-
сутствия карбоксилат-ионов (гл. 4). Разрушение мостиков со-
провождается уменьшением р/Са и высвобождением протонов.

Вызывает удивление, почему связывание с кислородом со-
провождается столь сильными структурными изменениями в ге-
моглобине. Дело в том, что природа создала остроумный триг-
герный механизм. Ион Fe2 + в дезоксигемоглобине находится в
высокоспиновом состоянии, и его радиус слишком велик, чтобы
ион мог располагаться в плоскости порфиринового кольца гема
(рис. 8.12). При связывании О2 ион Fe2 + переходит в низкоспи-
новое состояние, и его радиус уменьшается на 13%- Теперь Fe 2 +

может занять энергетически выгодное положение в плоскости
порфиринового кольца и перемещается приблизительно на 0,6 А.
Это вызывает перемещение гистидина, связанного с Fe2 +, что
сопровождается конформационными изменениями молекулы ге-
моглобина [3, 26].
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9 Глава

СИЛЫ, ДЕЙСТВУЮЩИЕ
МЕЖДУ МОЛЕКУЛАМИ,
И ЭНЕРГИЯ ФЕРМЕНТ-СУБСТРАТНОГО
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ

Важной особенностью ферментативного катализа является
то, что фермент связывает субстрат и реакция протекает в пре-
делах фермент-субстратного комплекса. Чтобы глубже понять
причины, обусловливающие прочность и специфичность этого
связывания, мы рассмотрим взаимодействие между несвязан-
ными атомами, применив эмпирический и феноменологический
подход. В частности, мы уделим большое внимание значению
энергии взаимодействия. Нековалентные взаимодействия важны
не только потому, что они ответственны за связывание. Как мы
увидим ниже (гл. 10), вместо того чтобы давать непосредствен-
ный вклад в энергию связывания, эти взаимодействия понижают
энергию активации стадии химического превращения субстрата,
а кроме того играют важную роль в поддержании структуры
белка.

К очевидным нековалентным взаимодействиям между ато-
мами относится электростатическое взаимодействие между за-
ряженными группами. Но притягиваются друг к другу даже
неполярные молекулы. На наличие такого взаимодействия как
на одну из причин отклонения газов от идеальности указывал
столетие назад Ван-дер-Ваальс. Некоторые из взаимодействий
между нейтральными молекулами газа хорошо изучены, и сей-
час известно несколько «соединений Ван-дер-Ваальса». Напри-
мер, энергия связи между атомами в димерах благородных
газов Ne2, Аг2 и Хе2 равна 0,2; 0,92 и 2,2 кДж-моль-1 (0,05; 0,22
и 0,53 икал-моль-1) соответственно [1].

А. Нековалентные взаимодействия между атомами

1. Электростатические взаимодействия

Все действующие между атомами и молекулами силы по
своей природе являются электростатическими, даже если речь
идет о неполярных молекулах. Однако мы сохраним название
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«электростатическое» лишь за теми вазимодействиями, которые
имеют место между заряженными атомами и молекулами или
между диполями. Из всех взаимодействий они изучены наиболее
хорошо, и тем не менее их количественная оценка зачастую
затруднена из-за невозможности точно определить диэлектри-
ческую проницаемость среды. Этот вопрос обсуждался в гл. 2,
где указывалось, что энергия взаимодействия между двумя
положительно заряженными атомами азота [530 кДж
(130 ккал)] при перенесении их из вакуума в воду уменьшается
в 16 раз. Окружающая водная среда поляризуется заряженны-
ми атомами, что ведет к возникновению нейтрализующего поля.
Проведенные недавно расчеты показали, что эффективная диэ-
лектрическая проницаемость в активном центре лизоцима равна
~ 5 [2].

Существуют следующие типы электростатических взаимо-
действий:

а. Взаимодействие между ионами; энергия взаимодействия
обратно пропорциональна г.

б. Взаимодействие между постоянными диполями; энергия
взаимодействия обратно пропорциональна г6.

в. Взаимодействие между ионом и индуцируемым им диполем;
энергия обратно пропорциональна г4.

г. Взаимодействие между постоянным диполем и индуцируе-
мым им диполем; энергия взаимодействия обратно пропор-
циональна г6.

2. Неполярные взаимодействия (вандерваальсовы,
или дисперсионные силы)
На рис. 9.1 приведены типичные кривые потенциальной энер-

гии для взаимодействия двух атомов. Характерной особенно-
стью этих кривых является резкое увеличение энергии отталки-
вания при сближении атомов до расстояния, при котором начи-
нается перекрывание их электронных облаков. Энергия взаимо-
действия изменяется обратно пропорционально двенадцатой
степени расстояния. На эти взаимодействия накладывается
энергия притяжения, обусловленная главным образом диспер-
сионными силами Лондона. Она изменяется обратно пропорцио-
нально шестой степени расстояния. Полная потенциальная энер-
гия определяется выражением

U = А/г12 - В/г6. (9.1)

В табл. 9.1 приведены некоторые полуэмпирические значения
параметров А и В, вычисленные из физико-химических данных;
эти значения используются при расчете энергий взаимодей-
ствия.
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Энергия взаимодействия между диполями обратно пропор-
циональна шестой степени расстояния. Дисперсионные силы
притяжения обусловлены взаимным индуцированием в молеку-
лах электростатических диполей. Хотя неполярная молекула не

0,4

аз

0,2

I 0,1

1
0,0

0,1 -

Вандерваальсово
межатомное
расстояние

Рис. 9.1. Энергия взаимодействия между двумя атомами водорода и двумя
(тетраэдрическими) атомами углерода в молекуле белка (по данным

табл. 9.1).

имеет постоянного дипольного момента, она обладает мгновен-
ным дипольным моментом из-за локальных флуктуации элект-
ронной плотности. Поскольку энергия зависит от индуцируемого
дипольного момента, важным фактором, определяющим силу
взаимодействия между любыми двумя атомами, является их
поляризуемость.

Межатомное расстояние, при котором энергия взаимодей-
ствия минимальна, является наиболее вероятным межатомным
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ккал-моль~ -А~

4,609 • 103

1,537-105
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ккал'моль"

18,52
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Таблица 9.1

Значения констант А я В, входящих в уравнение (9.1) а )

а ) Представленные полуэмпирические данные нолучены из известных
физико-химических свойств углеводородов, аминокислот и кристаллических
аминов [2].

*>) Атом углерода карбонильной или карбоксильной группы.

расстоянием и называется вандерваальсовым (van der Waals'
contact distance). Каждый атом имеет характерный вандер-
ваальсов радиус. В силу аддитивности оптимальное расстояние

Таблица 9.2

Вандерваальсовы радиусы для некоторых атомов и групп

Атом или группа

Н

О (гидроксил)

О (карбонил)

О" (карбоксил)

N (амид)

NHj (аммоний)

N+ (имидазолий)

СН (тетраэдрический)

С (тригональный)

СН (в ароматических сое-
динениях)

S

Вандерваальсов
радиус, А

1,2 б>

1,5 б>

1,5 «
1,5 б»

1,556>

1,65 б )- в )

1,55 б>

1,85 б»' в )

1,7 б>
, 8 б), в)

1,8 б>

1,4Г>

1,7Г>

1,8Г>

2Г>

2,1 г )

1,8 г )

Минимальный
радиус, А а '

1.3

1.3

1.3

1,5

1,45

1.5

а ) Минимальный радиус в белке; Levitt M., J. molec. Biol., 82, 393 (1974),
б> Bond! A., J. phys. Chem., 68. 441 (1965); Brant D. A., Flory P. J., J. Am

chem. Soc, 87, 2791 (1965).
в) Это значение получено с учетом размеров присоединенного атома

водорода.
г> Warshel A., Levitt M., J. molec. Biol., 103, 227 (1976); эти значения

близки к значениям, отвечающим минимуму потенциальной энергии—в пре-
дыдущей колонке приведены несколько меньшие величины.



276 ГЛАВА 9

между двумя атомами равно сумме их вандерваальсовых ради-
усов. В табл. 9.2 приведены значения вандерваальсовых радиу-
сов, полученные из данных рентгеноструктурного анализа. Кро-
ме того, здесь же приведены минимальные значения радиусов,
полученные из кривой потенциальной энергии и из данных по
гибкости белков. В табл. 9.3 приведены энергии взаимодействия
между некоторыми атомами, находящимися на оптимальном
расстоянии друг от друга.

Таблица 9.3

Энергия дисперсионного (вандерваальсова)
взаимодействия между различными атомами
при оптимальном расстоянии между ними [2]

Взаимодействующие
атомы

Н - - - Н
=0-0=
N - - - N
С - - - С
Г1 г* а)

Энергия

кДж-моль—

0,0778
0,217
0,572
0,284
1,891

ккал-моль

0,0186
0,0519
0,1366
0,0679
0,4519

а ) Атом углерода карбонильной или карбоксиль-
ной группы.

Хотя вандерваальсовы силы довольно слабые, они, суммиру-
ясь по всей молекуле, вносят значительный вклад в связывание.
Так, например, согласно данным по теплотам сублимации, вклад
в связывание каждой метильной группы в кристаллическом угле-
водороде составляет 8,4 кДж-моль-1 (2 ккал-моль-1), а для
СН-групп кристаллического бензола эта величина равна
6,7 кДж-моль-1 (1,6 ккал-моль-1) [3]. По расчетам энергия
вандерваальсова взаимодействия между подцентром D актив-
ного центра лизоцима и расположенным в нем глюкопира-
нозным кольцом составляет около —58,5 кДж-моль-1

(—14 ккал-моль-1) [2].

3. Водородная связь

В биологических системах роль водородной связи чрезвы-
чайно велика. Эта связь образуется между двумя электроотри-
цательными атомами (одним из которых обычно является кис-
лород), связанными с одним и тем же протоном. В интересую-
щих нас системах водородные связи асимметричны — расстоя-
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ние между протоном и атомом, к которому он формально
присоединен, соответствует длине нормальной ковалентной свя-
зи, а расстояние до другого атома несколько меньше длины
вандерваальсова контакта. Оптимальным для водородной связи
является линейное расположение атомов, однако отклонение от
линейности приводит лишь к небольшому проигрышу в энергии.
При образовании водородной связи между >]МН-группой и
карбонильным кислородом в кристаллическом амиде расстояние
O...N обычно составляет 2,85—3,00 А, а расстояние О...Н — от
1,85 до 2,00 А [4, 5]. Изменение потенциальной энергии с изме-
нением расстояния между атомами N и О носит такой же ха-
рактер, что и изменение энергии для атомов Н—Н и С—С
(рис. 9.1); минимальное расстояние, на которое сближаются эти
атомы, составляет 2,4—2,5 А. При образовании водородной свя-
зи НгО . . . Н—ОН расстояние между атомами кислорода со-

Таблща 9.4

Энергии дисперсионного и электростатического взаимодействия

Кристалл

Бензол
и-Гексан
к-Пентан
Перилен
Фенантрен
Адипамид (четыре

водородные связи)
Формамид (две водо-

родные связи)
Малонамид (четыре

водородные связи)
Оксамид (четыре во-

дородные связи)
Сукцинамид (четыре

водородные связи)
Мочевина (три водо-

родные связи)

в некоторых кристаллах

Расчитанные энергии

дисперсионное
взаимодействие

1

м
о
л
ь

1
- 4 2
- 5 4
- 4 2

- 1 1 9
- 8 5
- 8 6

—24

- 5 2

- 4 5

- 6 5

- 2 8

1

м
о
л
ь

к
к
а
л
>

- 9 , 9
-12,9
— 10,0
-28,4
- 2 0 , 3
—20,6

- 5 , 7

- 1 2 , 3

— 10,8

- 1 5 , 5

—6,7

электростатическое
взаимодействие а)

1

м
о
л
ь

Чи

- 5 , 4
0
0

—2,5
—4,2

—77

- 4 3

- 8 1

- 6 0

- 7 6

- 6 5

1

м
о
л
ь

к
к
а
л
-

— 1,3
0
0

—0,6
— 1,0

— 18,4

- 1 0 , 3

— 19,4

— 14,4

— 18,2

— 15,6

Наблюдаемая
теплота сублимации

7
м
о
л
ь

К

—44,8
—50,2
—43,9

-125,5
- 9 1 , 8

- 7 3 , 2

— 120,5

-118,0

-135,2

—92,8

-
Л

к
к
а
л
-

-10,7
- 1 2 , 0
— 10,5
—30
- 2 1 , 7

—

- 1 7 , 5

- 2 8 , 8

- 2 8 , 2

—32,3

- 2 2 , 2

а) Электростатическое взаимодействие обусловлено водородными связями. Энергии
рассчитаны из эмпирических энергетических функций (см. табл. 9.3). Levitt M., Lifson S.
личное сообщение.
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ставляет 2,76 А, а расстояние между атомами О и Н—1,77 А.
Согласно многочисленным оценкам, энергия водородных

связей лежит в диапазоне 12—38кДж-моль~' (3—9 ккал-моль-1)
[4, 6]. Так, для связи NH...0 между двумя амидными группами
эта энергия, рассчитанная по данным табл. 9.4, составляет
21 кДж-моль-' (5 ккал-моль-1) [3]. Связи, характеризующиеся
такой энергией, имеют особое значение, поскольку они доста-
точно стабильны, чтобы обеспечить связывание, и в то же время
прочность их невелика, что обусловливает быструю диссоциа-
цию. Если энергия активации, необходимая для разрыва связи,
целиком определяется прочностью этой связи, то ее можно рас-
считать, воспользовавшись теорией переходного состояния, со-
гласно которой связи с энергией 12,5, 25,0 и 37,5 кДж-моль-1

(3, 6 и 9 ккал-моль-1) разрываются с константами скорости
4-Ю10, 3-108 и 2-106 с"1 соответственно.

NH-группы полипептидного остова фермента не только уча-
ствуют в связывании субстрата, но и играют роль сольватной
оболочки для отрицательных зарядов, образующихся в пере-
ходном состоянии. В частности, в гл. 1 указывалось, что в
сериновых протеазах имеется центр связывания карбонильного
кислорода субстратов, состоящий из двух NH-rpynn полипеп-
тидного остова. В переходном состоянии кислород приобретает
отрицательный заряд и стабилизируется дипольными момента-
ми амидных групп.

4. Гидрофобная связь [7, 8]

Понятие «гидрофобные силы» используется при описании
тенденции неполярных соединений, например углеводородов,
переходить из водной фазы в органический растворитель. Этот
эффект обусловлен не столько прямым взаимодействием между
растворителем и растворенными молекулами, сколько пере-
стройкой системы водородных связей в воде в результате при-
сутствия гидрофобного соединения. Чтобы сохранить число во-
дородных связей, каждая из которых имеет энергию
~25 кДж-моль-1 (6 ккал-моль-'), молекулы воды распола-

гаются вокруг неполярной молекулы. Поэтому гидрофобное со-
единение не вызывает больших изменений энтальпии раствори-
теля, но приводит к уменьшению его энтропии из-за увеличения
локальной упорядоченности. Вода стремится вновь увеличить
свою энтропию, вследствие чего гидрофобная молекула вытес-
няется в гидрофобную область белка.

Удобный способ оценки гидрофобности соединения состоит в
измерении распределения его между органической и водной
фазами при встряхивании в смеси нерастворимого в воде орга-
нического растворителя (как правило, н-октанола) с водой.
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Распределение растворенного вещества между двумя фазами
зависит от исхода конкуренции между гидрофобными участками
молекулы, стремящимися слиться с органической фазой, и по-
лярными участками, которые стремятся перейти в водную фазу
с образованием сольватной оболочки.

а. Гидрофобность малых групп: уравнение Ганча [9, 10]

Исследуя распределение замещенных соединений между н-
октанолом и водой, Ганч с сотрудниками установил, что многие
заместители вносят постоянный и аддитивный вклад в гидро-
фобность растворенного соединения. Если отношение раствори-
мости исходного соединения в органической фазе к растворимо-
сти его в водной фазе обозначить через Ро, а аналогичное отно*

Таблица 9.5

Значения я для некоторых группа'' *

Группа

СНз—

СНзСН 2—

СНз (СН 2 ) 2 —

СНз (СН 2 ) 3 —

СНз ( С Н 2 ) 4 -

СНзч

~)сн—

С Н 3 С Н 2 Ч х

P h C H 2 —

—ОНВ)

—NHCOCH^

—ОСОСН*>

л

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

1,3

1,8

2,63

-1,16

-1,21

-0,27

Энергия Гиббса для переноса
данной группьi из н-октанола

в воду

КДЖ'МОЛЬ~'

2,85

5,71

8,56

11,41

14,26

7,42

2,45

15,00

—6,62

—6,90

-1,54

ккал.моль '

0,68

1,36

2,05

2,73

3,41

1,77

10,27

3,59

-1,58

-1,65

-0,37

а ' Относительно атома водорода.
б> Hansch С, Coats E., J. Pharm. Scl., 59, 731 (1970).
в ' Связаны с алифатическими соединениями.
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шение для замещенного соединения — через Р, то константа
гидрофобности я будет равна

n = lg(P/P0). (9.2)

В табл. 9.5 приведены значения я для некоторых групп. Отме-
тим несколько важных моментов.

1. Значения л для групп, не являющихся сильными донора-
ми или акцепторами электронов, фактически постоянны и не
зависят от характера группы, к которой они присоединены. Бо-
лее того, имеет место аддитивность: так, для метиленовой груп-
пы значение л равно 0,5 и присоединение каждой последующей
группы увеличивает значение этой величины на 0,5. Изменение
логарифма на 0,5 единицы соответствует изменению свободной
энергии Гиббса на 2,84 кДж-моль-' (0,68 ккал-моль-1). (В дан-
ном контексте замещение водорода на метильную группу равно-
сильно добавлению метиленовой группы, поскольку этот процесс
можно рассматривать как встраивание метиленовой группы
между атомом водорода и остальной частью молекулы.)

2. Поведение групп, которые могут присоединяться к бен-
зольному кольцу (например, нитро- и аминогрупп), зависит от
других связанных с кольцом групп.

б. Гидрофобность изменяется с изменением площади
поверхности [11—14]

Существует эмпирическая зависимость между площадью по-
верхности гидрофобной боковой цепи аминокислоты и энергией
Гиббса для переноса этой цепи из водной фазы в органический
растворитель. 1 А2 поверхности соответствует гидрофобной
энергии 80—100 Дж-моль"1 (20—25 кал-моль-1). (Площадь по-
верхности группы определяется исходя из суммы вандервааль-
совых радиусов воды и внешних атомов этой группы.)

Корреляцию между площадью поверхности и гидрофобно-
стью можно объяснить, исходя из простой модели, в которой
рассматривается энергия образования в воде полости. Поверх-
ностное натяжение воды равно 72 дин-см-2, поэтому для обра-
зования полости с площадью поверхности 1 А2 необходимо за-
тратить энергию 72-Ю-6 эрг, или 7,2-10-22 Дж (1,72-10"22 кал).
Умножение этой величины на число Авогадро дает
435 Дж-А^-моль-1 (104 кал-А-2-моль"1). Итак, образование в
воде полости, которую могла бы занять гидрофобная группа,
обходится в 435 Дж-А~2-моль-'. Эта величина может быть
несколько больше из-за увеличения дисперсионной энергии вза-
имодействия воды с растворенным веществом при заполнении
полости и изменяется с изменением площади поверхности.
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Энергия образования полости в воде близка к общему изме-
нению энергии при образовании гидрофобной связи и является
движущей силой при распределении соединения между двумя
фазами.

Б. Энергия связывания субстратов с ферментами

Исходя из простых физических оценок, приведенных в по-
следнем разделе, оценить вклад энергии водородных, электро-
статических и гидрофобных связей и полную энергию связыва-
ния субстрата с ферментом очень трудно. Основная причина
этих затруднений состоит в том, что процесс связывания пред*
ставляет собой реакцию обмена: субстрат «обменивает» свою
сольватную водную оболочку на связывающий центр фермента.
Суммарная энергия связывания представляет собой разность
между энергиями связывания этого субстрата с водой и с фер-
ментом. Расчет суммарной энергии образования водородных
связей затрудняется тем, что обычно в водном растворе суб-
страт, так же как и фермент, образует с молекулами воды
водородные связи. Образование водородных связей в фермент-
субстратном комплексе сопровождается вытеснением связанных
водородными связями молекул воды. Следовательно, при этом
суммарное число водородных связей не увеличивается.

/ Н

в. . .н-o + s - o ; =f=fc E - S + OW)),. (9.3)

Но при образовании внутримолекулярных связей в фермент-
субстратном комплексе происходит увеличение энтропии. Энер-
гия отдельной водородной связи складывается из двух состав-
ляющих: энергетической, способствующей связыванию, и энтро-
пийной, препятствующей этому процессу, поскольку из двух
молекул образуется одна (гл. 2, разд. Б.4, а также данная глава,
разд. В). Однако если субстрат так или иначе фиксирован в
фермент-субстратном комплексе, то в дальнейшем при образо-
вании внутримолекулярных водородных связей никакой потери
энтропии не происходит. Другими словами, потеря энтропии
должна «оплачиваться» только один раз. Образование внутри-
молекулярных водородных связей является благоприятным из-
за увеличения энтропии при высвобождении связанных молекул
воды. Грубая оценка показывает, что на каждый моль высво-
бождающейся воды энтропия возрастает приблизительно на
40 Дж-град-1 (10 кал-град-1).

Определение энергии ионных связей затруднено вследствие
сольватации в растворе ионов, участвующих в образовании этих
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связей. Энергии сольватации очень высоки; так, по оценкам
энергия стабилизации иона —СО7 составляет ~270 кДж-моль"1

(65 ккал-моль-1) [2]. Энергия ионной связи сильно зависит
также от диэлектрической проницаемости среды. Помимо всего
прочего, образование ионной связи в глубине структуры являет-
ся энтропийно выгодным, поскольку при этом высвобождается
сольватированная вода [уравнение (9.4)]:

E-NH3

+(H2O)m + (H2O)n-O2C-S *=± E-NH3

+--O2C-S. (9.4)

(n + m) H20

Определение энергии гидрофобных связей, образующихся
при присоединении лиганда к белку, затрудняется тем обстоя-
тельством, что оценки, полученные из опытов по распределению
вещества между органическими растворителями и водой, в
этом случае являются не вполне применимыми. Перенос раство-
ренного вещества из водной фазы в органический растворитель
мысленно можно разделить на следующие стадии: а) образо-
вание полости в растворителе; б) перенос растворенного веще-
ства в эту полость; в) ликвидация полости в водной фазе. Пе-
ренос гидрофобного субстрата в гидрофобную область фермента
сопровождается заполнением уже существующей полости и,
возможно, переносом воды из этой полости в водную фазу.

Вклад различных факторов в энергию связывания фермента
с субстратом можно оценить из исследований самих фермента-
тивных реакций, а не только модельных систем.

1. Оценка увеличения энергии связывания
из кинетических данных

Один из способов оценки вклада заместителя R в субстрате
R—S в связывание состоит в сравнении констант диссоциации
комплексов R—S и Н—S с ферментом. Однако, как будет пока-
зано в следующей главе, энергия связывания больших по раз-
меру субстратов при этом часто недооценивается, поскольку
обычно энергия связывания идет на уменьшение энергии акти-
вации, а не на увеличение /См. Гораздо лучше сравнивать значе-
ния параметров fecat/Лм для двух субстратов. При этом учиты-
вается как энергия активации, так и энергия связывания и
устраняются недостатки, которые свойственны методу, основан-
ному на сравнении только констант диссоциации. Из уравнений
(10.2) и (10.10) следует, что

ln ( W * M ) = ln ( к т 1 ^ ~ (А°оФ + А°ь). (9.5)
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где kT/h — константа при данной температуре, AG* — внутрен-
няя энергия активации, обусловленная электронными эффекта-
ми, которые связаны с образованием и разрывом связи, AGb —
внутренняя энергия связывания субстрата с ферментом. В слу-
чае сходных субстратов различием в AG* можно иногда
пренебречь или внести соответствующую поправку, сравнив ре-
акционные способности этих субстратов в неферментативных ре*
акциях.

2. Оценка энергий связывания малых групп в случае
аминоацил-тРНК—синтетазы

Функция аминоацил-тРНК—синтетаз состоит в выборе оп-
ределенной аминокислоты среди других аминокислот и меньших
по размеру конкурирующих соединений (гл. 11). В основе отбо-
ра нужной аминокислоты лежит, вероятно, то обстоятельство,
что ее энергия связывания выше, чем энергия связывания всех
других присутствующих соединений. Эти различия в энергии
связывания специфического субстрата и меньшего по размеру
конкурирующего соединения можно определить из сравнения
kcat/KiA для реакции обмена Пирофосфат =г± АТР (гл. 7).

а. Алкильные группы

Из данных табл. 9.6, сравнив энергию связывания изолейци-
на и валина с изолейцил-тРНК—синтетазой и валина и
а-аминомасляной кислоты с валил-тРНК—синтетазой, можно
видеть, что дополнительная метиленовая группа в большем по
размеру субстрате вносит в энергию связывания вклад порядка
12—КэкДж-моль-1 (3—3,8ккал-моль~'). Это значительно боль-
ше величины 2,85 кДж-моль"1 (0,68 ккал-моль-1) для переноса
метиленовой группы из воды в н-октанол. Сравнение соответ-
ствующих величин для валина и аланина показывает, что раз-
ность в энергиях связывания изопропильной и метильной групп
составляет 22,6 кДж-моль-1 (5,41 ккал-моль~'), а разность энер-
гий переноса этих групп из воды в н-октанол составляет
4,6 кДж-моль"1 (1,1 ккал-моль-1). Таким образом, энергия гид-
рофобного связывания с ферментом в пять раз превышает энер-
гию переноса из одной фазы в другую.

б. Образование водородных связей

Тирозил-тРНК—синтетаза связывает тирозин по крайней
мере в 28000 раз прочнее, чем фенилаланин. Возможно, в этом
белке имеются центры связывания, которые присоединяют или
фенольный гидроксил тирозина, или молекулу воды в отсутствие
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Таблица 9.6

Определение энергии связывания различных групп
с использованием аминоацил-тРНК—синтетаза'

Аминокислота
(R-CH (NH+)CO-)

ТУ

1ч—

СН3СН;к
^ С Н —

С Н з ч

;сн-
СНз'
СНз ч

с Н з > н -

СН3СН2—

СНз—

Он-

Аминоацил-
тРНК—синтетаза

Изолейцил-
тРНК-син-
тетаза

Изолейцил-
тРНК—син-
тетаза

Валил-тРНК—
синтетаза

Валил-тРНК—
синтетаза

Валил-тРНК—
синтетаза

Тирозил-
тРНК-син-
тетаза

Тирозил-
тРНК—син-
тетаза

ьб)
*cat

1
1

0,77
0,56

1

0,36

0,03

1

1

мМ

0,005
0,005

0,8
0,39

0,14

30

39

0,0018

50

1
1

0,005
0,0072

1

0,0017

1,1 -10~4

1

3,6-10~6

ддо*

м
ол

ь

к

13,1
12,2

15,8

22,6

25,3

М
О

Л
Ь

к

3,14
2,92

3,78

5,41

6,06

a l Bergmann F. H., Berg P., Dleckmann M., J. Ыо1. Chem., 236, 1735 (1961); Loftfleld
R. В., Elgner E. A., Blochlm. blophys. Acta, 130, 426 (1966); Owens S, L., Bell F. E., J. biol.
Chetr., 245, 5515 (1970): Fersht A. R., Mulvey R. S., Koch G L., Biochemistry, 14, 13 (1975).

б ) Относительно ftca( и ftcat/^M д л я Реакции обмена Пирофосфат^* АТР с участием
специфического субстрата.

субстрата. Связывание фенилаланина должно сопровождаться
либо вытеснением связанной воды, при котором два центра
образования водородных связей остаются свободными, либо
деформацией связывающего кармана. Разность в энергии свя-
зывания, равная 25,5 кДж-моль-' (6,1 ккал-моль-1), отражает
как преимущества, которые дает образование водородных свя-
зей межлу ферментом и тирозином, так и невыгодность связы-
вания фенилаланина.
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в. Ионные связи

Сравнение констант связывания различных дезаминирован-
ных аминокислот и соответствующих аминокислот с аминоа-
иил-тРНК—синтетазой позволяет получить нижний предел для
значения энергии связывания иона аммония [15—17].

Из схем (9.6), (9.7), (9.8) видно, что вклад —ЫНз-группы
в энергию связывания составляет около 17 кДж-моль~'
(4 ккал-моль"1). Возможно, это обусловлено образованием ион-
ной связи с карбоксилат-ионом фермента.

СНз СО, СН3

\ / \
СНСН по сравнению с СНСН2СО2,

СН, NH 3

+ С Н 3

ДДО/, = 18,8 к4жммь'(4,5 ккал-мшу')

(9.6)
COi

PhCH2CH no сравнению о PhCH 2CH 2CO 2,

NH3

(9.7)

CGI

НО (С)) СИ2СН по сравнению сИО (СУ) СН2СН2СО1,

(9.8)

3, Оценка полной энергии связывания
на примере химотрипсина

Аминоацил-тРНК — синтетазы обладают исключительно вы-
сокой специфичностью. Энергии связывания, полученные для
этих ферментов, имеют, вероятно, максимальные из всех прин-
ципиально возможных значений. Несколько более низкие значе-
ния получаются в случае химотрипсина — фермента, обладаю-
щего широкой специфичностью.
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а. Алкильные группы

Параметр kcat/Км. для катализируемого химотрипсином
гидролиза серии эфиров с общей формулой R—
—CH(NHAc)CO2Me (где R— неразветвленная алкильная цепь)
возрастает при увеличении гидрофобности этой цепи [18].
Уменьшение энергии активации в 2,2 раза превышает свободную
энергию переноса алкильных групп из воды в н-октанол
(рис. 9.2) [19]. По-видимому, связывающий карман в 2,2 раза
более гидрофобен, чем н-октанол.

Константы ингибирования для ряда замещенных формани-
лидов возрастают при увеличении гидрофобности. График зави-
симости логарифмов констант ингибирования от п представляет
собой прямую с наклоном —1,5 [20]. Это еще раз показывает,
что активный центр химотрипсина более гидрофобен, чем
н-октанол (рис. 9.3).

б. Ионная связь

Каталитически активная форма химотрипсина стабилизиро-
вана ионной связью между а-ЫНз-группой Не-16 и —СОг-груп-
пой Asp-194. Эта форма находится в равновесии с другой фор-
мой, в которой а-ЫНз-группа является свободной и находится в
водном окружении. Измерение констант равновесия между ука-
занными формами при высоком значения рН, когда аминогруп-
па депротонирована, и при низком рН, когда она находится в
—ЫНз-форме, показало, что энергия стабилизации активной
формы ионной связью составляет 12,1 кДж-моль-1 (2,9 ккалХ
X моль-1) [21]. Эта ионная связь находится внутри белковой
глобулы, ионные же связи на поверхности гемоглобина имеют
более низкую энергию стабилизации [22].

4. Почему ферменты более гидрофобны,
чем органические растворители

Одна из причин более высокой гидрофобности химотрипсина
по сравнению с н-октанолом указывалась ранее. Связывающий
карман в химотрипсине сохраняется и в отсутствие субстрата, в
то время как полость образуется в органическом растворителе
лишь при перенесении соединения из водной фазы. Более того, в
кармане находится примерно 16 молекул воды. Следовательно,
образование гидрофобной связи с химотрипсином эквивалентно
образованию двух «нормальных» гидрофобных связей, посколь-
ку имеются две энергетически невыгодные водно-гидрофобных
поверхности раздела: одна для субстрата и одна для связанной
с ферментом воды.
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Прочному связыванию метиленовых групп изолейцил- и ва-
лил-тРНК—синтетазами способствует еще один фактор. В том
случае, когда валин занимает центр связывания изолей-
цил-тРНК—синтетазы, в образующемся комплексе остается не-
заполненная полость, которая была бы занята добавочной ме-
тиленовой группой изолейцина в случае его присоединения к
ферменту. Ранее указывалось, что энергия дисперсионного вза-
имодействия метиленовой группы в кристаллическом углеводо-
роде составляет 8,4 кДж-моль"1 (2 ккал-моль-1). Поскольку
плотность упаковки белков такая же, как и плотность упаковки
кристаллов [23], наличие полости добавляет к энергии гидро-
фобной связи метиленовой группы еще 8,4 кДж-моль"1.

5. Заключение

Константа диссоциации фермент-субстратного комплекса от-
ражает термодинамическую стабильность субстрата, связанного
с ферментом, по отношению к стабильности субстрата в свобод-
ном состоянии в растворе. Она зависит от соотношения между
прочностью водородных связей в фермент-субстратном комп-
лексе и прочностью водородных связей, образуемых каждым иа

Таблица 9.7

Энергии связывания для различных групп субстратов

Группа

—СНг—

НО—
(две водородные
связи)

—NH+- • -~О 2 С—

—СН 2 —

—СН 2—СН 2—

—(СН2)3—

—(СН„)4—

PhCH—б)

Фермент

Аминоацил-тРНК—
синтетазаа'

»

»

Химотрипсин

»

Вклад в
CD

общую энергию
язывания

кДж-моль~'

15

25

17

8

16

23

29

34

ккал-моль '

3,5

в

4

2

3,8

5,6

6,8

8,2

Приведена максимальная величина.
Относительно атома водорода.
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компонентов с молекулами воды, от соотношения между ста-
бильностью солевых мостиков в комплексе и прочностью соль-
ватной оболочки отдельных ионов, от соотношения между энер-
гией дисперсионного взаимодействия фермента с субстратом и
энергией взаимодействия компонентов комплекса с водой, а
также от гидрофобного связывания. Эти различия в энергии
(табл. 9.7), если их просуммировать по всей молекуле, могут
оказаться весьма существенными. Интересно, что образование
водородных, ионных и гидрофобных связей сопровождается
увеличением энтропии из-за высвобождения связанных с белком
молекул воды.

Абсолютная энергия взаимодействия между ферментом и
субстратом зависит от дисперсионных сил и абсолютной энергии
водородных и ионных связей. Наиболее прочными из этих связей
являются водородные и ионные. Поскольку они, кроме того,
стабилизируют образование заряда в переходном состоянии, их
роль в катализе особенно велика.

В. Энтропия и связывание [24]

В водном растворе спаривание одиночных комплементарных
оснований (например, А и U) практически не происходит из-за
связывания этих оснований с молекулами воды. Однако триплет
оснований прочно связывается с комплементарным антикодоном
тРНК- Триплет UUC присоединяется к тРНКР Ь е с константой
связывания 2-103М-' [25,26]. Две молекулы тРНК с комплемен-
тарными антикодонами связываются еще более прочно: кон-
станта связывания между тРНК.РЬе и тРНК?1"равна 2-10 7М- 1

[27]. Обусловлено это фактором энтропийной природы. При
связывании одиночных оснований А и U энергия системы
уменьшается за счет комплементарного спаривания и увеличи-
вается за счет разрыва водородных связей между основаниями
и молекулами воды. Энтропия системы, с одной стороны, умень-
шается, поскольку эти основания теряют часть поступательных
и вращательных степеней свободы, а с другой стороны, увели-
чивается за счет высвобождения связанных молекул воды. При
связывании комплементарной пары триплетов высвобождается в
три раза больше молекул воды, прежде связанных водородными
связями, однако энтропия системы все же уменьшается за счет
потери одного набора поступательных и вращательных степеней
свободы. Эта ситуация очень напоминает рассмотренный нами
ранее случай с внутримолекулярной и аналогичной ей межмоле-
кулярной реакциями (гл. 2, разд. Б.4. г). Из всего сказанного
можно сделать вывод, что, хотя отдельные водородные связи в
растворе слабы, если их число достаточно велико, связывание
может быть очень прочным.
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Аналогичным образом связывание димера X—Y ферментом
может быть значительно более прочным, чем связывание моно-
меров X и Y, поскольку димер теряет только один набор посту-
пательной и вращательной степеней свободы.

Это явление давно известно в неорганической химии под
названием хелатного эффекта. Значение его можно проиллюст-
рировать на примере, взятом из этой области, когда несколько
или все шесть молекул воды, связанные координационными
связями с ионом Ni2+, замещаются аммиаком и полиаминами.
Из табл. 9.8 видно, что по мере увеличения числа аминогрупп
происходит огромное увеличение констант связывания лигандов.

Таблица 9.8

Хелатный эффект при

л,„„

Ш з
H2N (CH2)2NH2

H2N (CH2)2NH (CH2)2NH,
H2N (CH2)2NH (CH2)2NH (CH2)2NH2

(H2N (CH2)2NH (CH2)2)2NH

связывании Ni2+ с

Ki

468
2-10 7

6- 101 0

2-10 1 4

3 - 1 0 1 7

Сонстанты

K2

132
1- 106

1 - 108

аминамиа )

ассоциации, M — 1

Кз

41
2-10 4

K<

12

# 5

4 0,8

a> The Chemical Society (London) Special Publications 17 and 25 (1964, 1971).

Г. Белок-белковое взаимодействие

Соприкасающиеся поверхности в олигомерных белках (на-
пример, в гемоглобине), а также в комплексах белок — белок
(например, в комплексе трипсина с трипсиновым ингибитором),
хорошо подогнаны и прилегают друг к другу достаточно плотно.
Все водородные и ионные связи спарены. Другими словами,
поверхности комплементарны друг другу. По-видимому, на этом
основано взаимное распознавание белков.

Хотя мнения относительно вклада энергии водородных и
ионных связей в суммарную энергию стабилизации оелок-бел-
ковых комплексов расходятся и высказывалось предположение,
что многие константы ассоциации всецело определяются гидро-
фобным связыванием, нет никакого сомнения, что водородным
связям и электростатическим взаимодействиям принадлежит
важная роль в специфичности белковых взаимодействий [28—
30]. Даже оставив в стороне вопрос о величине положительного
вклада водородных и ионных связей в энергию стабилизации
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«правильных» комплексов, мы можем твердо сказать, что при-
сутствие неспаренных водородных связей и ионов в «неправиль-
ных» комплексах значительно уменьшает энергию их диссоциа-
ции. Эксперименты с аминоацил-тРНК—синтетазами показали,
что утрата образующей водородную связь гидроксильной
группы в случае фенилаланина приводит к тому, что прочность
его связывания с тирозил-тРНК—синтетазой становится по
крайней мере на 25 кДж-моль-1 (6 ккал-моль-1) ниже, чем для
тирозина. Аналогичным образом разрыв солевого мостика меж-
ду а-аммонийным ионом субстрата и ферментом уменьшает
прочность связывания приблизительно на 17 кДж-моль-1

(4 ккал-моль-1). Эти результаты можно экстраполировать на
случай взаимодействия соприкасающихся поверхностей белков.
Например, замещение аргинина в соевом ингибиторе трипсина
фенилаланином, который, попадая в специфический карман
трипсина, образует ионную связь с погруженным в белковую
глобулу аспартатом, уменьшает энергию связывания на
13 кДж-моль-1 (3,1 ккал-моль-1) [31]. Далее установлено, что
панкреатический ингибитор трипсина связывается с химотрип-
сином, однако в этом случае энергия связывания на
25 кДж-моль-1 (6 ккал-моль-1) меньше, чем при связывании с
трипсином [32, 33]. Это различие отражает главным образом тот
факт, что положительно заряженная боковая цепь лизина по-
гружается в гидрофобный карман химотрипсина.
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10 Глава

КОМПЛЕМЕНТАРНОСТЬ
МЕЖДУ ФЕРМЕНТОМ
И СУБСТРАТОМ И ТЕОРИИ
ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА

А. Использование энергии связывания
фермента с субстратом в катализе

Как было показано в гл. 2, высокая каталитическая актив-
ность многих ферментов обусловливается в значительной мере
факторами энтропийной природы, участием в катализе кислых и
основных групп фермента и электростатическими эффектами.
Важнейшей особенностью ферментов является также их специ-
фичность в отношении субстратов и высокая энергия связыва-
ния. В 1930 г. Холдейн высказал предположение, что эта энергия
используется для деформации субстрата до структуры продук-
тов [1], и теоретиками были рассмотрены различные способы
использования энергии связывания для понижения энергии ак-
тивации стадии химического превращения субстрата.

Особенно полезна при анализе возможных механизмов фер-
ментативного катализа теория переходного состояния. Мы при-
меним этот подход к простому механизму Михаэлиса — Ментен
(для которого KM. = KS; СМ. ГЛ. 3), с тем чтобы увидеть, как
энергия связывания автоматически уменьшает энергию актива-
ции перехода, определяемого кажущейся константой скорости
второго порядка fecat/^м, и как часть этой энергии используется
для уменьшения энергии активации стадии химического превра>
щения субстрата с константой скорости kcat [2].

1. Энергия связывания понижает энергию активации
перехода с константой скорости &Cat/KM

ftcat

ES - ^ Продукты, (10.1)

ES*. (Ю.2)

Напомним (гл. 3), что константа скорости для взаимодей-
ствия свободного фермента со свободным субстратом с образо»
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ванием продуктов равна fccat/Км. В терминах теории переход-
ного состояния (гл. 2) константа равновесия для реакции (10.2)
пропорциональна энергии активации AG*. Эта энергия состоит
из двух составляющих: одна из них, AG+, положительна и отве-
чает энергии активации химических стадий, в ходе которых

E+S

v
E

AG*

1J
S

E

7
s*

AG*

Щ

Рис. 10.1. Изменение энергии Гиббса для реакции

E + S ^ ^ ES *" Продукты

— отрицательная величина, AG* и LG% положительны).

происходит образование и разрыв связей, а другая, AGs, отри*
цательна и отражает использование энергии связывания:

AG? = AG* AGs. (10.3)

Все сказанное выше иллюстрирует рис. 10,1, относящийся к
случаю простого механизма Михаэлиса — Ментен.

Подставив выражение (10.3) в уравнение (2.5), получаем

RT In (Acat/Км) = RT In (kT/h) - AG* - AGs. (10.4)

2. Взаимопревращаемость энергии связывания
и энергии активации стадии химического
превращения субстрата

Когда каждая связывающая группа субстрата соединяется с
соответствующим центром связывания фермента, энергия свя-
зывания принимает максимальное значение. В этом случае го-
ворят, что фермент и субстрат структурно комплементарны. По-
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скольку структура субстрата изменяется в ходе реакции — сна-
чала образуется переходное состояние, а затем продукты —
структура недеформированного фермента может быть компле-
ментарна только одной форме субстрата. Можно показать, что
для фермента каталитически выгодно быть комплементарным
переходному состоянию субстрата 1, а не исходному субстрату.
В этом случае увеличение энергии связывания по мере прибли-
жения структуры субстрата к структуре переходного состояния
уменьшает энергию активации стадии химического превраще-
ния. И наоборот, если фермент комплементарен исходному суб-
страту, уменьшение энергии связывания при образовании пере-
ходного состояния будет увеличивать энергию активации хими-
ческой стадии.

В следующем разделе мы обсудим вопрос о комплементар-
ности фермента переходному состоянию субстрата, используя
подразделение энергий активации на две составляющие, одна из
которых отвечает стадии химического превращения, а другая
равна изменению энергии связывания в ходе реакции.

3. Комплементарность фермента
переходному состоянию субстрата означает,
что ^са{/Лм имеет максимальное значение

Идея комплементарности при фермент-субстратном взаимо-
действии принадлежит Фишеру, воплотившему ее в своей зна-
менитой модели «замка и ключа» [3]. В современной термино-
логии это означает комплементарность между ферментом и суб-
стратом. В настоящее время отдают предпочтение концепции
комплементарности фермента переходному состоянию, введен-
ной Холдейном [1] и развитой Полингом [4].

а. Комплементарность фермента исходному субстрату

Допустим, что максимальная внутренняя свободная энергия
связывания равна АОь. В рассматриваемом случае она реализу-
ется в исходном фермент-субстратном комплексе, обеспечивая
прочное связывание; Км. — константа диссоциации фермент-суб-
стратного комплекса — будет мала. Образование переходного
состояния, сопровождающееся изменением геометрии субстрата
и ухудшением соответствия, приведет к уменьшению энергии
связывания и, следовательно, к уменьшению £cat. Если увели-

1 Речь идет о дополнительных нековалентных взаимодействиях между
реагентами в переходном состоянии реакции (см., например, И. В. Березин,
К- Мартинек «Основы физической химии ферментативного катализа», М.,
Высшая школа, 1977, стр. 42—47, 72). — Прим. ред.
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чение свободной энергии, вызванное ухудшением структурного
соответствия между ферментом и субстратом, обозначить через
AGR, а свободную энергию активации для образования и раз-
рыва химических связей на стадии, определяемой константой
&cat, через AGjf. то наблюдаемая свободная энергия активации

£+5

Рис. 10.2. Изменение энергии Гиббса для реакции, схематически изображен-
ной в подписи к рис. 10.1. Пунктирная линия — фермент структурно компле-
ментарен субстрату, сплошная — переходному состоянию. (AGS — отрицатель-

ная величина, AGo и AGR положительны.)

для стадии химического превращения субстрата с константой
скорости &cat будет равна

(10.5)

(10.6)AGS — AGb.

Энергия активации Гиббса для процесса (10.2) есть
f + AGs, т. е.

AG? = AGo* + AGR + AGb. (10.7)

б. Комплементарность фермента
переходному состоянию субстрата

В этом случае полная энергия связывания AGb реализуется в
переходном состоянии. Исходному фермент-субстратному комп-
лексу соответствует положительный член AGR, который увели-
чивает /См, а прирост энергии связывания по мере приближе-
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ния к переходному состоянию увеличивает A!cat- Таким обра-
зом,

AG* = AG0*-AGR (10.8)

AGs = AGb + AGR. (10.9)

И опять энергия активации Гиббса для перехода, характеризую-
щегося константой kcat/Км., определяется выражением

AG? — AG+ + AGS,
т. е.

AGT

= = AG0* + AGb, (10.10)

и AGR ИЗ выражения исключается.
Сравнение уравнений (10.7) и (10.10) показывает, что, когда

фермент комплементарен переходному состоянию субстрата, а
не самому субстрату, kcat/Км возрастает в exp(AGR/RT) раз.

Следует отметить, что kcat/KiA не зависит от взаимодействий
в исходном фермент-субстратном комплексе, поскольку член
AGR не входит в соответствующие уравнения.

4. Экспериментальные данные об использовании
энергии связывания в катализе и комплементарности
фермента переходному состоянию субстрата

а. Энергия связывания

Наиболее четкие данные об использовании энергии связыва-
ния в катализе получены при кинетических исследованиях сери-
новых протеаз. Напомним (гл. 1), что эти ферменты имеют ряд
«подцентров» для связывания аминокислотных остатков поли-
пептидных субстратов. Из табл. 10.1 видно, что, когда большие
по размеру группы занимают в химотрипсине центр связывания
уходящей группы, их энергия связывания используется для уве-
личения kcat/K/A. К увеличению kcat/Км. приводит и удлинение
полипептидной цепи субстратов эластазы. Интересно отметить,
что в приведенных примерах энергия связывания добавочных
групп не понижает /См, т. е. используется не для связывания
субстрата, а для увеличения kcat.

Аналогичная ситуация наблюдается и для пепсина. Из табл.
10.1 видно, что Км для гидролиза широкого круга субстратов
равна ~0,1 мМ. И опять добавочная энергия связывания групп
больших по размеру субстратов используется для увеличения
fecat, а не для уменьшения Км- Таким образом, чем больше по
размерам субстрат, тем выше значение kcat/Кн-

Очень интересные данные получены при исследовании ката-
лизируемого химотрипсином гидролиза синтетических эфиров
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Таблица 10.1

Взаимопревращение энергии активации и связывания

Фермент и субстрат

а. Химотрипсин")

AcTyr-NH2

AcTyr-GlyNH2

AcTyr-AlaNH2

AcProTyr-GlyNHj
AcPhe-NH2

AcPhe-GlyNH2

AcPhe-AlaNH2
AcProPhe-GlyNHj

б. Эластаза6*

AcAlaProAla-NH2

AcProAlaProAla-NH2

AcGlyProAla-NH2

AcProGlyProAla-NH2

*cat. c- 1

0,17
0,64
7,6
4,4
0,06
0,14
2,8
0,76

0,09
8,6
0,02
2,8

KM. MM

32
23
17
32
31
15
25
15

4,2
3,9
33
43

*ca.t/*M-
M-l c-i

5
28

440
140

2
10

114
51

21
2200

0,5
64

в. Пепсин^ (расщепление связи Phe—Phe в AcPhePheOP4P)

PheGly
ZPheGly
ZAlaGly
ZAlaAla
ZGlyAla
ZGlylle
ZGlyLeu
PheGlyGly
ZPheGlyGly
Mns r )

MnsGlyr)

MnsGlyGlyr)

MnsAlaAlar)

0,5
26
145
282
409
13
134
6

127
0,002
0,13
16
112

0,3
0,11
0,25
0,04
0,11
0,07
0,03
0,6
0,13
0,1
0,03
0,07
0,06

1,7-103

2,2 • 10s

5,8 • 10s

7-10 s

3,7 • 10е

1,8- 10s

4,2 • 10*
l-10<

9,8 - 10s

20
3,7 -103

2,3-105

2-10е

a> Baumann W. K.. Blzzozero S. A., Dutler H., FEBS letts., 8, 257 (1970); Eur.
J. Biochem.. 89, 381 (1973); 25 °C, pH 7,9.

6 ) Thompson R. C, Blout E. R., Biochemistry, 12, 51 (1973); 37 °C, pH 9.
B> Sachdev G. P., Fruton J. S., Biochemistry, 9, 4465 (1970). (ОР4Р=3-(4-циридил)

пропил-1-окси); 37 "С, рН 3,5.
г> Sachdev О. P.. Fruton J. S., Ргос. natn. Acad. Set. U. S. A.. 72, 3424 (1975).

(Мпз=мансил); 25 °C, pH 2,4.

(табл. 10.2). Увеличение размера гидрофобной боковой цепи,
связывающейся с гидрофобным центром фермента, приводит к
возрастанию fecat/Лм вплоть до ~ 10е. Увеличение энергии свя-
зывания в случае больших по размеру субстратов расходуется
на уменьшение константы диссоциации фермент-субстратного



ТЕОРИИ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА 299

Таблица 103
Кинетические параметры гидролиза химотрипсином

метиловых эфиров #-ацетиламинокислота)

( Е + RCO2Me ̂ t E.RCO2Me -Д. RCO-E -Д. Е + R C O 2 H )

Аминокислота

Gly
But
NVal
NLeu
Phe
Tyr6»

*a, с - 1

0,49
8,8

35,6
103
796

5000

*.. с - 1

0,14
1,7
5,93

19
111
200

Ks, мм

3380
417
100
34
7,6
17

ftcat/*M>

м - 1 <=-'

0,13
21
360

3- 10s

1-10»

3-10»

а-Химотрипсин, 25 °C, pH 7,8 (данные табл. 7.8).
Этиловый эфир.

комплекса и увеличение констант скорости ацилирования и де-
ацилирования.

В разд. Б данной главы будет показано, каким образом
расходование энергии связывания на увеличение &Cat, а не на
уменьшение /См приводит к повышению скорости реакции.

б. Комплементарность фермента
переходному состоянию субстрата

Прямое указание на комплементарность фермента переход-
ному состоянию субстрата было получено при рентгеноструктур-
ном анализе сериновых протеаз и лизоцима (разд. В.4 данной
главы и гл. 1), а также при исследовании связывания аналогов
переходного состояния. Этот подход был предложен Полингом в
40-х годах, но оценен по достоинству лишь недавно [4].

5. Аналоги переходного состояния субстрата: зонды
для исследования комплементарности [б, 6]

Зная механизм органической реакции, можно получить
представление о структуре переходного состояния ферментатив-
ной реакции, синтезировать соединения, близкие к переходному
состоянию субстрата, и сравнить присоединение к ферменту этих
соединений с присоединением исходного субстрата.

а. Лизоцим и глюкозидаза

Лизоцим катализирует гидролиз полисахаридного компо-
нента клеточной стенки растений и синтетических полимеров,
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структурные единицы которых, N-ацетилглюкозамин (NAG),
соединены друг с другом р (1—4)-связями (см. гл. 1). Исходя из
результатов исследования неферментативных реакций, можно
ожидать, что в ходе гидролиза образуется карбоний-ион, в
котором глюкопиранозное кольцо, имеющее форму кресла, из-
меняет свою конформацию, прнимая форму софы (см. гл. 1).
Аналог переходного состояния I, в котором лактоновое кольцо
имитирует переходный комплекс, подобный карбоний-иону (II),
прочно связывается с лизоцимом с /Cdiss = 8,3- 10~8М [7].

,он

(МАО)д-О

СН2ОН -Q2-C-(Asp-52)

(NAG)

NH

сн,
I

Сравним эту величину с константами диссоциации для NAG4

и NAG-NAM-NAG-NAG (связывающимися с подцентрами
ABCD),которые равны 10"5 и5- 10~6Мсоответственно [7,8].Сто-
кратное увеличение прочности связывания переходного состояния
субстрата частично может быть обусловлено электростатическим
взаимодействием отрицательно заряженного Asp-52 с положи-
тельным зарядом карбонильного атома углерода этого лактона,

СН2ОН СН2ОН

но

но но
NHAc NHAc

III
Лактон

(„софа")

IV
Карбоний-цон

(„софа1*)

HQ

С Н 2 О Н О

НО NHAc
i

V
Пиранозид
(„кресло")
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Еще более поразительный эффект наблюдается при связыва-
нии лактона(Ш) с р-1М-ацетил-Е)-глюкозаминидазой. Константа
диссоциации комплекса равна 5-10~7 М, что в 4000 раз меньше
Км для пиранозидного субстрата (2-10~3М) [9].

б. Пролинрацемаза

При рацемизации пролина(У1) хиральный атом углерода
должен на некоторой стадии стать тригональным. В соответ-
ствии с этим соединения VII и VIII связываются в 160 раз
прочнее пролина [10, 11].

ОС А
VI VII VIII

в. Цитидиндезаминаза

Константа диссоциации тетрагидроуридина (IX) примерно в
10 000 раз меньше констант связывания продуктов реакции —
уридина(Х) и аммиака. Вероятно, тетрагидроуридин напоми-
нает промежуточное тетраэдрическое соединение XI [12].

X
|

НО NH,

N o N

R R
IX X

г. Анализ результатов связывания аналогов переходного
состояния субстрата

Аналоги переходного состояния субстрата, которые были
синтезированы до настоящего времени, позволили проанализи-
ровать ту часть каталитического процесса, которая связана с
различием в комплементарности фермента переходному состоя-
нию субстрата и исходному субстрату. В приведенных выше
четырех примерах аналоги переходного состояния связываются
в 102—10" раз прочнее самих субстратов. Это свидетельствует об
эволюции ферментов в сторону структурной комплементарности



302 ГЛАВА 10

переходному состоянию субстрата, а также показывает, что
величина kcat может возрастать в 102—104 раз за счет увеличе-
ния /См. Принимая во внимание, что эти синтетические аналоги
могли быть весьма далеки по структуре от переходного состоя-
ния, которое они моделировали, энергетический выигрыш от
увеличения комплементарности между переходным состоянием
субстрата и ферментом можно оценить по крайней мере в
20 кДж-моль-1 (5 ккал-моль-1). В гл. 12 будет показано, что в
центре связывания карбонильного кислорода субстрата серино-
вой протеазы недостает одной водородной связи. Эта связь
образуется во время реакции при образовании переходного со-
стояния, и подобное увеличение комплементарности дает выиг-
рыш в энергии 20—25 кДж-моль-1 (5—6 ккал-моль"1).

д. Возможные ошибки при интерпретации данных, полученных
при использовании аналогов переходного состояния субстрата

Изучение комплементарности фермента переходному состоя-
нию субстрата с использованием аналогов переходного состоя-
ния субстрата может быть осложнено наличием «лишних» свя-
зей с группами, введенными в молекулу аналога. В гл. 9 было
показано, что связывание небольшой группы дает существенный
вклад в энергию связывания, когда в процесс вовлекается спе-
цифический для этой группы центр связывания. Например,
вклад метиленовой группы в энергию связывания может состав-
лять 12 кДж-моль-1 (3 ккал-моль-1), а вклад гидроксильной
группы за счет образования водородной связи — 25 кДж-моль"1

(6 ккал-моль-1). Даже если специфические центры связывания
не затрагиваются, большой энергетический вклад могут дать
гидрофобные эффекты: замена в фенильном кольце ацетильной
группы на атом С1 приводит к 50-кратному увеличению прочно-
сти связывания этого кольца в гидрофобном кармане химотрип-
сина [13].

Затруднения при интерпретации данных (обусловленные хе-
латным эффектом) возникают и в тех случаях, когда использу-
ются аналоги переходных состояний для мультисубстратных ре-
акций. Как отмечалось в предыдущей главе, полидентатные
лиганды (например, ЭДТА) в отличие от монодентатных прочно
связывают ионы металлов. Это различие в свойствах обусловле-
но энтропийным фактором; связывание шести монодентатных
лигандов приводит к потере шести наборов поступательных и
вращательных степеней свободы. То же самое относится и к
связыванию ферментом «мультисубстратных» или «мультипро-
дуктных» аналогов. Если А и В присоединяются к ферменту
независимо и рядом друг с другом и процесс характеризуется
энергией связывания Гиббса х и у килоджоулей соответственно,
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а комплекс А — В связывается с ферментом аналогичным обра-
зом, то свободная энергия связывания будет равна

AG3Ss = x + y + S, (10.11)

где S — отрицательная величина, поскольку связывание А — В
сопровождается потерей только одного набора степеней свободы
в отличие от связывания А и В, когда теряется два набора. Даже
если не принимать во внимание эффекты подобного рода, свя-
зывание мультисубстратного аналога должно быть очень проч-
ным за счет комплементарности фермнета переходному состоя-
нию субстрата. Например, соединение XII связывается аспартат-
карбамоилтрансферазой очень прочно: K<uss = 2,7-10~8 М.
Однако это значение равно просто произведению констант дис-
социации комплексов фермента с сукцинатом и карбамоилфос-
фатом (9- Ю-4 X 2,7-10-5 М.-2), которые близки по структуре к
составным частям соединения XII, имитирующего переходное
состояние реакции [14].

СН 2 -СН

^ N H ^ ^CH.POf

Аспартат

Б. Эволюция фермента в сторону увеличения
максимальной скорости реакции:
сильное связывание переходного состояния
субстрата — слабое связывание самого субстрата

В предыдущем разделе было показано, что ферменты эво-
люционировали в сторону более сильного связывания переход-
ных состояний субстратов, а не самих субстратов. Ниже будет
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показано, что слабое связывание субстратов является каталити*
чески выгодным.

Хотя комплементарность фермента переходному состоянию
субстрата максимизирует kCat/K.M., это не означает, что макси-
мальной является и суммарная скорость реакции. Дело в том,
что максимальная скорость реакции при данной концентрации
субстрата зависит от величин &Cat и Км как таковых, а не от их

Таблица 10.3

Характер изменения параметров /См и kcat

в результате эволюции фермента,
протекающей при постоянстве значений

*cat/KM И [S]a>

ю-в

ю-
ю-
10-
10-

ю-1

1

= Ю6 м - 1 с " ' ,

fccat, с - 1

1
10

ю2

103

ю4

ю5

10е

[S] = 10"3M)

Скорость б)>
с-1

1
9
90

500
909
990
999

а> Умозрительные процессы: а) фермент эволюци-
онирует в сторону обеспечения комплементарности пе-
реходному состоянию субстрата и максимально высо-
кого значения отношения *cat/^M; ") ПРИ сохранении
максимально высокого значения *Cat/^M Фермент эво-
люционирует в сторону увеличения Кд\. Значения ве-
личин feCat/^M и IS] выбраны произвольно.

б) Число молей продукта, образующихся на моль
фермента в 1 с.

отношения. В табл. 10.3 приведены значения скорости, рассчи-
танные для различных значений &cat и /См при постоянном
отношении kcax/KtA. Из этой таблицы видно, что максимальные
скорости достигаются при /См > [S], т.е. при высоких значениях
Км. Таким образом, ферменты должны эволюционировать в
сторону слабого связывания субстратов.

I. Принцип максимизации Км. при постоянном
k c a t /Км И

Этот принцип опровергает широко распространенное мнение,
что необходимым условием протекания ферментативной реакции
является наличие сильного связывания фермента с субстратом
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или низкое значение Км- Рассмотрим еще два довода в пользу
важности для катализа высоких значений Км- Физические при-
чины этого фактора иллюстрируются графически.

а. Графическая иллюстрация важности для катализа высоких
значений Км

Предположим, что концентрация субстрата больше Км для
данной реакции (рис. 10.3, А). Фермент-субстратный комплекс

Рис. 10.3. Два случая эволюции фермента. Переходные состояния субстрата
связываются с ферментом одинаково хорошо, но в случае А сам субстрат
связывается прочно, тогда как в случае Б в результате эволюции фермента —
слабо (концентрация субстрата в обоих случаях одинакова). А. Энергия
активации равна ДО^ + ДО; имеет место процесс ES -> ES*. 5. Энергия ак-
тивации равна ДО^; имеет место процесс Е + S -»• ES*. (Изменения энергии
Гиббса относятся к реальным концентрациям субстрата, а не к стандартным

условиям, когда исходные концентрации равны 1 М.)

находится в более низком энергетическом состоянии, чем сво-
бодный фермент и субстрат, а энергия активации равна
AGf + AG. ЕСЛИ же /См > [S] (рис. 10.3,5), то энергия комплек-
са ES будет выше энергии Е -f- S, а энергия активации меньше
AG?.

Если Км низка, это означает, что фермент-субстратный комп-
лекс находится в термодинамической яме и в ходе реакции
необходимо преодолеть энергетический барьер. При высокой Км
комплекс поднят на «ступеньку термодинамической лестницы».

б. Алгебраическая иллюстрация

В гл. 3 было показано, что уравнение Михаэлиса — Ментен
можно представить в удобной форме, позволяющей связать



306 ГЛАВА 10

скорость реакции с концентрацией свободного фермента [Е]:
a = [E][S]fecat/tfM. (10.12)

Исходя из уравнения (10.12), процесс эволюции ферментов,
направленный на увеличение скорости катализируемых ими ре-
акций, можно умозрительно разделить на два этапа:

1. Максимизация fecat//(M за счет повышения комплементар-
ности фермента переходному состоянию субстрата.

2. Максимизация [Е] за счет повышения Дм, направленная на
то, чтобы в свободном состоянии находилось максимально
возможное количество фермента.

Для эволюции ферментов характерно увеличение /См с после-
дующим увеличением fecat. Скорость изменения этих параметров
быстро уменьшается по мере увеличения /См До значений, боль-
ших [S]. При /CM = [S] половина фермента находится в свобод-
ном состоянии, поэтому, согласно уравнению (10.11), скорость
равна половине максимальной. При /CM = 5 [ S ] В свободном
состоянии находится 5/6 молекул фермента, поэтому скорость
реакции составляет 83% максимальной. Любое дальнейшее уве-
личение /См даст лишь незначительное увеличение скорости.

Насколько сильно возрастет /См— зависит от структурного
различия между субстратом и его переходным состоянием.
В пределе любое увеличение Дм должно компенсироваться ос-
лаблением связывания переходного состояния. Наиболее сложен
этот процесс в случае крупных метаболитов, присутствующих в
высокой концентрации.

в. Исключения из принципа максимизации Км — контроль
активности ферментов, участвующих в регуляции скорости
метаболических процессов

Все приведенные выше доводы в пользу увеличения /См мол-
чаливо подразумевали, что при этом максимизируется скорость
реакции. Хотя для большинства ферментов это действительно
так, иногда на первый план выступают регуляторные функции
фермента, а не обеспечение высокой скорости реакции. Все ме-
таболические процессы регулируются. Регуляция обычно осуще-
ствляется с помощью контроля активности ряда ключевых фер*
ментов. Активность этих ферментов, как правило, регулируется
путем изменения /См соответствующих субстратов через алло-
стерическое воздействие на них. Эти /См для ключевых фермен-
тов относятся к регуляции, и к ним не всегда применимы поло-
жения, рассмотренные в предыдущем разделе.

Иногда для первого фермента метаболического пути может
оказаться выгодным низкое значение /См- Это обеспечивает
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контроль скорости поступления субстрата в метаболический
путь, предотвращает его перегрузку и накопление ракционно-
способных промежуточных соединений. Например, в случае гек-
сокиназы, первого фермента гликолиза, /См для глюкозы равно
0,1 мМ, тогда как концентрация этого соединения в эритроцитах
человека составляет ~ 5 мМ. Десятикратное увеличение или
уменьшение концентрации глюкозы почти не изменяет скорость
гликолиза.

2. Экспериментально определяемые значения К,м
В гл. 9 было показано, что энергия связывания субстрата с

ферментом потенциально является очень большой величиной,
однако экспериментально определяемые значения /См обычно
сравнительно высоки. Разительным примером в этом отношении
является связывание NAD+. Этот большой по размерам субстрат
содержит два остатка рибозы, остатки аденина и никотинамй-
да и пирофосфат. Если бы реализовалась вся потенциальная
энергия связывания указанных групп, то константа диссоциации
могла бы быть величиной порядка 10~20 М. И действительно,
константа диссоциации для связывания первой молекулы NAD+
тетрамерной глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназой оказа-
лась меньше Ю-11 М, что свидетельствует о чрезвычайно высо-
кой прочности связывания [15]. Однако обычно /См и константы
диссоциации комплексов NAD+ с дегидрогеназами оказываются
равными 0,1—1 мМ. Еще более впечатляющим является тот
факт, что константа диссоциации комплекса АТР и миозина
равна Ю-13 М [16], в то время как обычно /См для АТР равна
0,1—10 мМ.

Во многих случаях сопоставить /См с физиологическими кон-
центрациями субстратов не представляется возможным, по-
скольку эти концентрации неизвестны. Одним из ферментов, для
которых такое сопоставление возможно, является карбоангид-
раза, так как концентрация в крови двуокиси углерода и бикар-
боната измеряется довольно просто. В физиологических услови-
ях этот фермент насыщается каждым из указанных субстратов
приблизительно только на 6 % и /См для двуокиси углерода
слишком высока, чтобы ее можно было измерить [17].

а. Концентрации субстратов и значения Км. для гликолиза

Процесс гликолиза изучен достаточно хорошо. Исследованы
свойства гликолитических ферментов, определены концентрации
метаболитов для клеток трех различных типов (мозга, эритро-
цитов и мышц). Данные для нерегуляторных гликолнтических
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Таблица 10.4

Концентрации ряда метаболитов и зчачения АГМ для некоторых

гликолитических ферментов а )

Фермент Источник Субстрат

Концентра-
ция суб-
страта,
мкМ

130
450
ПО

200
32
3
50

18
3
50

3
3

600
2000

< 1
1500
118
60
600

40

60

4,5
7

23
138

116
51

2900
0,01

 п)

33

170
220
50

Км-
мкМ

210
700
120

12
100
1000
2000

350
460
870

44
70
46

9
70

1100
1200
350

240

5000

33
70

200
600

140
59

8400
10

 р)

150

37
190
190

V s 1

Глюкозофосфат-
изомераза

Альдолаза

Триозофосфатизо-
мераза

Глицеральдегид-
фосфатде-

гидрогеназа

Фосфоглицерат-
киназа

Фосфоглицерому-
таза

Енолаза

Пируваткиназа м

Лактатдегидро-
геназа

Глицерофосфатде-
гндрогеназа

Мозг
Мышца б>

Мозг
Мышца в '

Эритроциты г )

Мышца А )

Мозг
Мышца е '

Мозг

Эритроциты а )

Мышца и*

Мозг

Мышца к '

Мозг
Мышца л '

Эритроциты в*

Мозг
Эритроциты о )

Мышь
Мышца

G6P
G6P
F6P

FDP
FDP
G3P
DHAP

G3P
G3P
DHAP

G3P
G3P
NAD

Pi

1.3DPG
ADP
3PG
3PG
ADP

3PG

3PG

2PG
2PG

PEP
ADP

Pyr
Pyr
Lac
NADH
NAD

GlyP
GlyP T>

DHAP

1,6
1,6
1,1

0,06

3,1
333
40

19

153

17

15

23

0,08

> 1 0
ж )

>9
0,05
9,3
200
0,6

6

83

7

10

9
4,4

1,2
1,2
2,9
100
4,6

0,22
0,9
3,8



ТЕОРИИ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА 309

Продолжение

а) Сокращения; G6P — глюкозо-6-фосфат; F6P — фруктозо-6-фосфат; FDP — фруктозо-
1,6-дифосфат; G3P — глицеральдегид-3-фосфат; DHAP—диоксиацетонфосфат; Р| — орто-
фосфат; 1.3DPG— 1,3-дифосфоглицерат; 3PG—3-фосфоглицерат; 2PG—2-фосфоглицерат;
PEP — фосфоенолпируват; Руг — пируват; Lac—лактат; (все D-caxapa); GlyP — L-глицеро-
фосфат. Данные о концентрации ферментов и метаболитов в мозге мыши взяты из работы
Lowry О. Н., Passonneau J. V. J. biol. Chem., 239, 31 (1964); данные о концентрации мета-
болитов в эритроцитах человека взяты из работы Minakaml S., Saito Т., Suzuki С,
Yoshlkawa H. Blochem. blophys. Res. Commun., 17, 748 (1964); данные о концентрации
ферментов в эритроцитах человека взяты из работы, указанной ниже; данные о концен-
трации метаболитов в диафрагме крысы взяты из работ Newsholme E. A., Randle
P. J. Biochem. J., 80, 655 (1961); Hohorst H. J., Relm M., Bartels H. Biochem. biophys. Res.
Commun., 7, 137 (1962); данные о концентрации ферментов из скелетной мышцы кролика
взяты из работы, указанной ниже. Концентрация метаболитов рассчитана исходя из того,
что содержание воды в клетках мозга равно 60%, а в эритроцитах—70%. Никаких попра-
вок на компартментализацию клеток мышц и мозга не делалось, однако суммарные
концентрации метаболитов обычно близки к концентрациям в цитозоле [Greenbaum A. L.,
Gumaa К. A., McLean P. Archs Biochem. Biophys., 143, 617 (1971)]. Значения всех величин
для мозга мыши получены немедленно после декапитации животного. Использование
максимальных величин не приводило к существенным изменениям результатов.

б> Zalltls J., Oliver I. T. Biochem. J., 102, 753 (1967).
E> Rutter W. J. Fed. Proc, 23, 1248 (1964); Spolter P. D., Adelman R. С Weinhouse S. J.

biol. Chem., 240, 1327 (1965).
r> Schneider A. S., Valentine W. N., Hattori M., Helns H. L. New Engl. J. Med., 272,

229 (1965).
A* Burton P. M., Waley S. G. Biochem. biophys. Acta, 151, 714 (1968).
e> Oguchl M., Gerth E., Fitzgerald В., Park J. H. J. biol. Chem., 248, 5571 (1973).
ж ) Значение К порядка 6 мМ для Р относится к высоким концентрациям GAP при

накоплении ацилфермента. При низких концентрациях GAP К неизмеримо высока [Наг-
rigan Р. }., Trentham D. R. Biochem. J., 143, 353 (1974)]. Примечание: в случае G3P и DHAP
наиболее вероятными субстратами соответствующих реакций являются негидратирован-
ные формы указанных соединений. Хотя в таблице приведенные концентрации субстратов
представляют собой суммарные концентрации гидратированных и негидратированных
форм, в отношении К „/IS] числитель и знаменатель завышены в одно и то же число

раз [Trentham D. R., McMurray С. Н., Pogson С. 1. Biochem. J., 114, 19 (1969); Roynolds S. J.,
Yates D. W., Pogson С I. Biochem. J., 122, 285 (1971)].

*) Yoshida A,, Watanabe S. J. biol. Chem., 247, 440 (1972).
и) Rao D. R., Oesper P. Biochem. J,, 81, 405 (1961).
K> Cowglll R. W., Plzer L. I. J. biol. Chem., 223, 885 (1956); Grisolla S., Cleland W. W.

Biochemistry, 7, 1115 (1968).
л> Wold F.. Barker R. Biochim. biophys. Acta, 88, 475 (1964).
м ' Вопрос о том, является ли этот фермент регуляторным, остается пока открытым;

концентрация PEP в любом случае значительно ниже К„. Приведенные данные относятся
к случаю, когда [FDP]=500 мкМ и выполняется механизм Михаэлиса—Ментен. В отсут-
ствие FDP кинетическая кривая имеет S-образную форму и К 0 ; 5=650 мкМ.

н) Staal S. E. J., Koster J. F., Kamp H., vanMllllgan — BoersmaL., Veeger С Biochim.
biophys. Acta. 227, 86 (1971).

°) Nisselbaum J. S., Bodansky O. J. biol. Chem., 238, 969 (1963).
п) Рассчитана из отношения [Лактат]/[Пируват] в предположении, что концентрации

NAD и NADH равновесные. Константа равновесия равна 1,И-10~4; Veech R. L., Eggles-
ton L. V., Krebs H. A. Biochem. J., 115, 609 (1969).

P) Rapoport S. Essay in Biochemistry, 4, 69 (1969).
c> Fondy T. P., Levin L., Sollohub S. J., Ross С R. J. biol. Chem., 243, 3148 (1968).
T> Denton R. M., Yorke R. E., Randle P. J. Biochem. J., 100, 407, (1966).

ферментов приведены в табл. 10.4 и на рис. 10.4. Из представ-
ленной гистограммы видно, что Дм чаще всего превышает кон-
центрацию субстрата в 1—10 и в 10—100 раз. Особого внимания
среди указанных ферментов заслуживает триозофосфатизоме-
раза. Этот хорошо изученный фермент, названный за свою
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каталитическую эффективность «эволюционно совершенным»,
характеризуется очень высокими значения /См для обоих суб*
стратов.

15 г

10

0,01 0,1 0,1 1 1 10 10 100 100 1000

Диапазон значений KM/[S]

Рис. 10.4. Распределение гликолитических ферментов по значениям параметра
Kn/[S].

Что касается ситуации, когда Км ниже концентрации суб-
стратов, то вопрос о том, чем это обусловлено — эволюционны-
ми или метаболическими причинами,— остается пока открытым.

3. Эволюционно совершенный фермент

Чтобы найти критерий для определения эволюционного со-
вершенства фермента, обеспечивающего максимально возмож-
ную скорость реакции, можно опять рассмотреть две умозри-
тельные стадии, о которых шла речь в разд. Б. 1.6 данной главы,
т. е. стадию максимизации &Cat//CM и стадию увеличения Км. до
значений, превышающих концентрацию S. Напомним (гл. 3), что
максимальное значение fccat/Дм представляет собой определяе-
мую диффузией константу скорости столкновений фермента и
субстрата и что эта величина равна 108—109 М-'с"1, т. е. эво-
люционно совершенный фермент должен иметь &cat//CM Ю8—
109 Мг'с-1 и /См > [ S ] . Анализ значений kcat/Кк и соотношения
между /См и концентрацией субстрата показывает, что эволюци-
онно совершенными в отношении максимизации скорости реак-
ции являются карбоангидраза и триозофосфатизомераза в со-
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ответствии со сделанным ранее выводом Олбери и Ноулса отно-
сительно второго фермента [18].

Отметим еще один важный момент: для термодинамически
невыгодной реакции величина kcat/Км. не может достичь опре-
деляемого диффузией предельного значения. Это следует из
уравнения Холдейна (гл. 3, разд. 3), согласно которому кон-
станта равновесия для реакции в растворе дается отношением
величин kcatlK/л для прямой и обратной реакций. Ясно, что
kcat/KiA для термодинамически, невыгодной реакции не может
достичь определяемого диффузией значения, поскольку в этом
случае отношение ^cat/Км для обратной реакции, являющейся
термодинамически выгодной, должно было бы быть больше
определяемого диффузией предела, чтобы не нарушалось урав-
нение Холдейна. Для невыгодной реакции верхний предел
kcat/Км. равен определяемому диффузией значению, умножен-
ному на термодинамически невыгодную константу равновесия
этой реакции.

В гл. 3, разд. А.З, указывалось, что, когда kcat/K.M достигает
определяемого диффузией значения, имеет место механизм
Бриггса — Холдейна, а не Михаэлиса — Ментен. Таким обра-
зом, чем дальше продвинулся фермент на пути эволюции в
отношении максимизации скорости, тем большее значение при-
обретает механизм Бриггса — Холдейна.

В. Молекулярные механизмы использования
энергии связывания

Итак, мы обсудили в общих чертах, какие каталитические
преимущества дает комплементарность фермента переходному
состоянию субстрата и высокое значение /См, и увидели, что эта
ситуация реализуется на практике. Рассмотрим теперь, какие
механизмы используются для достижения этой цели.

1. Деформация

Концепция деформации принадлежит Холдейну и Полингу
[1, 4] и состоит в том, что активный центр фермента структурно
комплементарен не самому субстрату, а переходному состоянию.
При связывании с ферментом в субстрате возникают напряже-
ния или деформации. Говоря словами Холдейна, «в модели
Фишера замка и ключа ключ не совсем подходит к замку, а
подвергается в замке некоторой деформации» (рис. 10.5).
В настоящее время эта концепция применяется в модифициро-
ванном виде как концепция стабилизации переходного состоя-
ния: дело не в деформации субстрата, а в том, что переходное
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состояние субстрата взаимодействует с ферментом лучше, чем
сам субстрат, а поэтому полная энергия связывания не реализу-
ется до тех пор, пока не сформируется переходное состояние.

Рис. 10.5. Схематическое изображение процесса деформации по Холдейну.
Центр связывания фермента растягивает молекулу субстрата так, что ее
структура приближается к структуре продукта и сжимает молекулу продукта,
так что ее структура приближается в свою очередь к структуре субстрата.

2. Индуцированное соответствие

Как было показано в гл. 8, теория индуцированного соответ-
ствия хорошо объясняет некоторые явления, наблюдаемые в
случае аллостерических ферментов. Эта теория была предложе-
на ранее для объяснения субстратной специфичности для про-
стых (неаллостерических) ферментов. Предполагается, что в от-
сутствие субстрата фермент структурно не комплементарен пе-
реходному состоянию. Однако, поскольку молекула фермента
довольно гибкая, а субстрат имеет жесткую структуру, при
образовании фермент-субстратного комплекса каталитические
группы на ферменте ориентируются оптимальным для катализа
образом: это означает, что фермент становится комплементар-
ным переходному состоянию только после связывания субстрата.
В классическом варианте концепции деформации считается,
что /См возрастает за счет той составляющей энергии связыва-
ния, которая отвечает за деформацию субстрата, а в теории
индуцированного соответствия — за счет той составляющей энер-
гии связывания, которая отвечает за деформацию фермента.

а. Отрицательные стороны механизма индуцированного
соответствия в случае неаллостерических ферментов

В теории напряжений величина kcat/Кк максимальна, по-
скольку недеформированный фермент комплементарен недефор-
мированному переходному состоянию. Индуцированное соответ-
ствие понижает kcat/Км, так как недеформированному переход-
ному состоянию комплементарен деформированный фермент и
kcatlKm уменьшается за счет того, что часть энергии расходует-
ся на деформацию фермента.
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Рассмотрим процесс связывания субстрата с ферментом по
механизму индуцированного соответствия с других позиций.
Разделим этот процесс на воображаемые стадии. Предположим,
что между неактивной формой фермента (Ein), преобладающей
в рассматриваемой системе ([Е1п]:=:[Е]о), и активной формой
(Eact) у которой каталитические группы ориентированы нуж*
ным образом, существует равновесие:

Eact < s

 E

a c t S *-

4 к'

E i n

Рассматривая /См в этой схеме как простые константы диссо-
циации и приняв К = [Eact]/[Em], можно показать, что

[E]0[S]*e. tr/(l + JQ
V vvia)

o b s *»• (10.14)

Поскольку /C< 1,
(W*M) O b.-*(W*M)- (10.15)

Наблюдаемое значение kcat/Км. существенно меньше, чем
для случая, когда весь фермент находится в активной конфор-
мации.

Если К' ~Э> 1, т. е. фактически весь фермент при связывании
с субстратом находится в активной форме, уравнение (10.13)
можно упростить. В этом случае

(*cat)ob3 = *cat (10.16)

(*м)оЬз = *м/*- (10.17)

&cat имеет такое же значение, как и в случае, когда весь
фермент находится в активной конформации, а параметр /См
значительно выше.

Индуцированное соответствие увеличивает /См без увеличе-
ния fecat, и, следовательно, отношение kcat/K/л уменьшается, что
приводит к уменьшению эффективности катализа.

Уравнение (10.15) показывает, что величина kcat/KiA такова,
как если бы в активной конформации постоянно находилась
небольшая часть фермента. Это справедливо для всех субстра-
тов, поскольку К от природы субстрата не зависит.
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3. Непродуктивное связывание

Хотя при непродуктивном связывании константа /См не уве-
личивается, целесообразно рассмотреть здесь этот механизм,
поскольку он приводит к эффектам, качественно аналогичным

Расщепление

Рис. 10.6. Непродуктивное связывание субстратов лизоцимом. Небольшие
субстраты способны присоединяться с любой стороны вдоль вытянутого ак-
тивного центра лизоцима, не связываясь с подцентром, где происходит рас*

щепление, из-за его более низкого сродства.

Продуктивное ввязывание
преобладает в случае
гидрофобных анилидое

сн2 р
AcNH-CH-C-NH

ш&:

ШШШЙШ. Непродуктивное связываний
. i Ifi'^j ьь •бладает в случав гидро-

ых анилидов

Рис. 10.7. Неправильное связывание анилидов, содержащих аномальный гид-
рофобный остаток, с гидрофобным центром связывания химотрипсина.

эффектам, возникающим при напряжении или индуцированном
соответствии. Вначале эта теория была привлечена для объяс-
нения более высокой реакционной способности больших по раз-
мерам специфических субстратов по сравнению с меньшими
неспецифическими субстратами. Предполагалось, что помимо



ТЕОРИИ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА 315

продуктивного связывания в активном центре возможны другие,
непродуктивные способы связывания, когда небольшие субстра-
ты связываются, но не подвергаются каталитическому превра-
щению (рис. 10.6).

Примером такого рода может служить связывание полиса-
харидов с лизоцимом. Для осуществления реакции необходимо,
чтобы из шести центров связывания — А, В, С, D, E, F—моле-
кула субстрата заняла центры D и Е. При связывании с центром
D возникает некоторое напряжение, так что увеличение суммар-
ной энергии связывания при этом не происходит. Тримеры и
тетрамеры связываются непродуктивно с центрами А, В, С и А,
В, С, D соответственно. Однако в случае гексамера выигрыш в
энергии связывания при занятии центров Е и F обеспечивает
продуктивное связывание его с центрами А, В, С, D, E, F.

Наряду с этим «многовариантным» непродуктивным связы-
ванием возможна ситуация, когда субстрат связывается с ак-
тивным центром, но в неправильной ориентации (рис. 10.7). Эта
идея была предложена для объяснения низкой скорости деаци-
лирования ацилхимотрипсинов [19].

4. Независимость специфичности фермента
от напряжения, индуцированного соответствия
и непродуктивного связывания

Специфичность фермента, заключающаяся в его способности
распознавать один из конкурирующих субстратов, не зависит от
того, какой из трех перечисленных выше механизмов имеет ме-
сто. Подробно этот вопрос обсуждается в гл. 11, но по существу
все дело здесь в том, что специфичность зависит от kat/Км., а
напряжение и непродуктивное связывание не влияют на эту
величину [уравнения (10.10) и (3.36)]. Из уравнения (10.15)
видно, что индуцированное соответствие просто изменяет пара-
метр Acat/̂ См для активной конформации фермента в равной
мере по отношению ко всем субстратам (т. е. в К раз).

5. Экспериментальное подтверждение существования
напряжения и индуцированного соответствия
и природа этих явлений

а. Стационарная кинетика

Хотя данные стационарной кинетики обычно интерпретируют
в рамках одного из указанных выше механизмов, какой именно
из них реализуется — решить трудно, и выбор всецело зависит
от воли экспериментатора. Как правило, при этом сравнивают
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величины kcat/Км для нескольких серий субстратов (как в
табл. 10.1 и 10.2), чтобы убедиться, что специфичность проявля-
ется в увеличении kcat, а не в уменьшении Км- В таком случае
экспериментатор получает четкие указания на выполнимость
какого-то одного из механизмов, но, как уже отмечалось, не
может определить, какого именно. Дело в том, что все три
механизма приводят к одному и тому же результату: энергия
связывания превращается в энергию активации для химической
стадии. Рассмотрим этот момент несколько более подробно.

Деформация: дополнительные группы в больших по размеру
субстратах участвуют в деформации субстрата, а не в связыва-
нии. (В рамках теории стабилизации переходного состояния это

Расщепление

АА "™" л л ^^ лл "^ АА "~ АА *•"•" АЛ

Sfj Sj S3 Sg Sf

Рис 10.8. Подцентры связывания эластазы.

положение формулируется так: «Дополнительная энергия свя-
зывания не реализуется до тех пор, пока не образуется пере-
ходное состояние».)

Индуцированное соответствие: дополнительные группы в
больших по размеру специфичных субстратах участвуют в
деформации фермента. Меньшие по размеру неспецифичные
субстраты присоединяются преимущественно к неактивной фор-
ме фермента. Это приводит к уменьшению &cat ввиду уменьше-
ния продуктивного связывания, однако соответственно уменьша-
ется и Км, поскольку энергия связывания не используется для
превращения неактивной конформации в активную.

Непродуктивное связывание: большие по размеру субстраты
связываются только продуктивно, а меньшие, обладая способ-
ностью к слабому продуктивному связыванию, связываются еще
и непродуктивно, уменьшая Км- Соответственно уменьшается и

Несмотря на то что на основании данных стационарной ки-
нетики, сравнивая £cat

 и -Км, различить механизмы деформации
и индуцированного соответствия невозможно, иногда удается
получить дополнительную информацию, позволяющую сделать
выбор между этими двумя механизмами. Одним из характерных
примеров такого рода является исследование эластазы [20].
Параметр &cat для гидролиза AcProAlaProAla-NH2 в сотни раз
больше, чем для гидролиза AcAlaProAla-NH2 (табл. 10.1). Объ-
яснить это различие непродуктивным связыванием не удается,
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поскольку наличие последовательности AlaProAla должно было
бы обеспечить продуктивное связывание. Сравнение связывания
субстратов и аналогов переходного состояния указывает на то,
что остатки в подцентрах S5 — S4 дестабилизируют группу
—CONH2, энергия гидролиза которой составляет
~ 8 кДж-моль-1 (2 ккал-моль-1),относительно переходного со-
стояния. Аналоги переходного состояния, в которых группа
—СОЫНг замещена на —СНО, образуют тетраэдрический ад-
дукт с Ser-195, моделируя подобное тетраэдрическому проме-
жуточному соединению переходное состояние гидролитической
реакции. Связывание этих аналогов усиливается при занятии
подцентров S5 и S4. Ответить a priori на вопрос, чем обусловле-
на взаимная дестабилизация между подцентрами S4—Ss и амид-
ной группой субстрата — передающимся через белок конформа-
ционным изменением или неблагоприятным взаимодействием,
уменьшающимся при образовании переходного состояния,—
невозможно.

б. Предстационарная кинетика и эксперименты по связыванию

Известно довольно много примеров, когда добавление к
ферментам субстратов и ингибиторов сопровождается измене-
нием флуоресценции и кругового дихроизма, что свидетельству-
ет об индуцируемых в ферментах конформационных изменениях
[21]. Во многих случаях эти процессы исследованы методами
изучения быстрых реакций. Однако полученные данные, как
правило, нельзя объяснить в рамках какого-либо конкретного
механизма.

в. Рентгеноструктурный анализ

Наиболее обширная информация получена при исследовании
кристаллических ферментов методом рентгеноструктурного ана-
лиза.

1. Лизоцим: механизм напряжения? При гидролизе лизо-
цимом полисахаридов кольцо сахара, связанного с подцентром
D, превращается в карбоний-ион, меняя свою конформацию с
«кресла» на «софу» (гл. 1 и гл. 10, разд. А.4.6). Построение
моделей для этой системы подтвердило, что субстрат, связыва-
ющийся с подцентром D, вынужден принять конформацию «со-
фы» вследствие неблагоприятных взаимодействия с ферментом,
т. е. в данном случае действует классический механизм дефор-
мации [22]. Позднее Левитт еще раз проанализировал связыва-
ние лизоцима с (NAG) 6, использовав более точные координаты
атомов этого фермента и проведя весьма сложные расчеты его
взаимодействия с субстратом вместо построения проволочных
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моделей [8, 23]. Координаты фермента и субстрата оптимизи-
ровались путем выражения длин всех связей, углов между свя-
зями, торсионных углов и расстояний между несвязанными ато-

-42

-30

Рис. 10.9. Зависимость энергии связывания (ДО) сахарного кольца с подцен-
тром D лизоцима для субстратов (NAG)6 с искусственно фиксированной
структурой от величины торсионного угла 6C l_О ч . / — суммарное изменение
свободной энергии при связывании; 2 — вклад торсионных напряжений;
3 — вклад угловых напряжений; 4 — вклад нековалентных взаимодействий
(см. текст). Для конформации «кресла» угол 8 C i _ O j = —60°, а для полу-

кресла—0 е [8].

мами в виде эмпирических энергетических функций и миними-
зации энергии с помощью ЭВМ. Результаты, полученные для
D-подцентра и присоединяющегося к нему сахарного кольца,
представлены на рис. 10.9. Использованы три типа приближения.
Первое (•) предполагает, что субстрат обладает гибкостью и
подгоняется к жесткому ферменту. Согласно второму (А),
гибкостью обладают и фермент, и субстрат и оба они участвуют
в достижении наилучшего соответствия. Третье приближение
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(•) основано на допущении, что фермент обладает лишь
незначительной гибкостью. Как видно из рисунка, наиболее
благоприятной во всех случаях является ситуация, отраженная в
левой части рисунка, когда субстрат имеет конформацию кресла.
Это подтверждает представление о том, что субстрат, связыва-
ясь с подцентром D, имеет форму кресла и не изменяет свою
конформацию на «софу» вплоть до образования карбоний-иона
(или переходного состояния). Классический механизм деформа-
ции субстрата, по-видимому, вряд ли имеет место, хотя исследо-
вания с помощью аналогов переходного состояния указывают
на возможность стабилизации переходного состояния.

2. Гексокиназа: индуцированное соответствие. Имеются ве-
ские данные в пользу того, что в гексокиназе дрожжей, которая
фосфорилирует глюкозу с участием концевого фосфата молеку-
лы АТР, достигается индуцированное соответствие между фер-
ментом и субстратом. Согласно данным рентгеноструктурного
анализа, связывание как сахара, так и нуклеотида вызывает
существенные изменения в третичной структуре фермента. Кро-
ме того, присоединение нуклеотида к одной из форм фермента
облегчается связыванием сахара [24, 25]. Эти результаты со-
гласуются с результатами более ранних исследований АТРазной
активности этого фермента в растворе в отсутствие глюкозы.
Гексокиназа фосфорилирует глюкозу в положении 6 с
Vmax = 800 мкмоль-мин-1 на 1 мг белка и Км для АТР 0,1 мМ.
В отсутствие глюкозы АТР гидролизуется с Vmax =
= 0,02 мкмоль-мин"-1 на 1 мг белка и Км = 4,0мМ. Добавление
ликсозы, которая не может фосфорилироваться вследствие ут-
раты оксиметильной группы в положении 6, приводит к увели-
чению Утах для реакции с участием АТРазы в 18 раз; при этом
величина Км для АТР уменьшается в 40 раз, т. е. до значения
/См, характерного дая фосфорилирования глюкозы [26, 27].
Ксилоза вызывает изменения в кристаллической структуре фер-
мента, аналогичные изменениям, индуцируемым глюкозой
(рис. 10.10).

носн2
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3. Сериновые протеазы: стабилизация переходного состоя-
ния. Химотрипсин и сериновые протеазы относятся к числу на-
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иболее изученных ферментов благодаря использованию рентге-
ноструктурного анализа с высоким разрешением для исследова-
ния этих ферментов и их комплексов с природными полипептид-
ными ингибиторами, моделирующими субстраты (гл. 1) [28—
31]. Каталитическую активность химотрипсина можно подавить

Рис. 10.10. Изменение конформации гексокиназы, индуцируемое присоедине-
нием глюкозы. Сплошная линия — а-углеродный полипептидный остов изо-
фермента А, закристаллизованного в присутствии глюкозы. Пунктирная ли-
ния — полипептидный остов той части изофермента В, которая имеет другую
структуру при кристаллизации в отсутствие глюкозы. (Bennett W. S.,

Steitz Т. А., неопубликованные данные; Fedn. Proc. Abstr., 1977.)

с помощью химического превращения нуклеофильного Ser-195 в
дегидроаланин путем удаления гидроксильной группы и атома
водорода. В остальном структура ангидрофермента остается
прежней, и его можно использовать для изучения связывания
субстрата.

Четко показано, что гидролиз пептидов протекает по меха-
низму деформации [32]. Кристаллографические данные указы-
вают на наличие центра связывания для уходящей группы пеп-
тидного субстрата. Величина кса\1Км для гидролиза
AcPhe-NH2, AcPheGly-NH2 и AcPheAla-NH2 значительно возра-
стает по мере увеличения размера уходящей группы, пока она не
займет весь центр связывания (табл. 10.1), однако это увеличе-
ние всецело обусловлено увеличением &cat, величина же /См
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остается постоянной. Указания на присоединение AlaNH2 или
GlyNH2 к ферменту в ходе обратной реакции (атака уходящей
аминогруппой AcPhe-химотрипсина) отсутствуют, поскольку ки-
нетики с насыщением не наблюдается. Эти группы реагируют
значительно быстрее аммиака (для NH3 kcai/K.M = 8 М-1 с~', а
для GlyNH2 и AlaNH2 эта величина равна 2000 М~' с~' и
6000 М-'с"1 соответственно) [32]. Энергия связывания остатков
аланина и глицина используется для уменьшения энергии акти-
вации стадии химического превращения. Это не связано с эф-
фектом индуцированного соответствия, поскольку структура
кристаллического трипсина идентична структуре трипсина (и
ангидротрипсина, если не принимать в расчет отсутствия в нем
гидроксильной группы у Ser-195) в кристаллическом комплексе
с панкреатическим ингибитором трипсина (разрешение 1,4—
1,5 А).

Связывание субстрата также, по-видимому, не сопровожда-
ется его деформацией. Рентгеноструктурные исследования ком-
плекса трипсина и ингибитора осложняются деформацией инги-
битора в отсутствие фермента [33], однако исследования мето-
дом ЯМР присоединения небольших субстратов к химотрипсину
указывают на отсутствие деформации этих субстратов [34].

Использование энергии связывания уходящей группы, по-
видимому, может рассматриваться как пример стабилизации
переходного состояния. При связывании происходит лишь
небольшая деформация фермента или субстрата (возможно, эта
деформация и вообще отсутствует), однако уходящая группа не
вполне соответствует своему центру связывания до тех пор,"
пока не образуется переходное состояние.

4. Специфическая сольватация переходного состояния —
роль полипептидного остова. Рентгеноструктурный анализ по-
зволил установить очень интересную особенность сериновых
протеаз: NH-группы белка служат сольватной оболочкой для
переходного состояния реакции. Это приводит к фундаменталь-
ному различию между простыми химическими реакциями в рас-
творе и реакциями, катализируемыми ферментами. Единствен-
ный тип ориентации, который необходимо рассматривать для
реакций в растворе,— это взаимная ориентация реагентов, по-
скольку растворитель создает сольватную оболочку вокруг лю-
бого образующегося заряда. Для ферментативной же реакции
характерны определенные стереохимические отношения между
реагирующими группами и группами, создающими сольватную
оболочку и являющимися частью этой же молекулы фермента
(рис. 10.11). Очень важную роль при деформации и, следова-
тельно, в обеспечении специфичности играют водородные связи,
поскольку их энергия сильно зависит от расстояния (гл. 9).
Особая роль в этих процессах принадлежит полипептидному
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остову,— жесткое расположение групп делает возможным уско-
рение катализа за счет напряжения в результате ослабления
водородных связей с субстратом и образования более прочных
связей с переходным состоянием. Высказывалось предположе-
ние, что в случае химотрипсина и трипсина карбонильный кис-
лород подвергающейся химическому превращению амидной или
эфирной группы субстрата, располагаясь между NH-группами
Ser-195 и Gly-193 полипептидного остова, образует прочную
водородную связь с Ser-195 (гл. 1, а также гл. 12, разд. Б.1).

Рис. 10.11. Геометрические ограничения при ферментативном катализе, воз-
никающие вследствие того, что катализатор (К) и сольватирующие группы
(NH) являются составной частью фермента. Зачерненные конусы показывают
допустимые углы орбитального перекрывания при образовании водородных
связей; d — межатомное расстояние. Слева: взаимодействие между молекулой
катализатора К и субстратом приводит к образованию отрицательного за-
ряда, вокруг которого образуется сольватная оболочка из молекул воды.
Справа: расстояние между катализатором и донорами водородных связей

фиксировано в связи с тем, что они являются частью фермента [2].

Связь с Gly-193 слабая, однако по мере увеличения длины
двойной связи между атомами углерода и кислорода в ходе
реакции и превращения ее в одинарную связь между атомом
кислорода и Gly-193 становится достаточно прочной [32]. По-
строение моделей для субтилизина приводит к аналогичному,
хотя и отличающемуся в деталях механизму [35]. Изначально
карбонильный кислород не располагается между двумя
NH-группами в фермент-субстратном комплексе, а занимает это
положение по мере образования тетраэдрического промежуточ-
ного соединения. Предполагается также, что водородная связь
между N-ациламиногруппой субстрата и Ser-214 образуется
только в тетраэдрическом промежуточном соединении.

Стоит отметить, что специфичность образования водородных
связей между ферментом и субстратом определяется в значи-
тельной степени длиной связи, а не взаимным расположением
участвующих в ее образовании атомов, поскольку, как говори-
лось в предыдущей главе, энергия водородной связи сильно
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зависит от расстояния, но очень слабо изменяется при отклоне-
нии от линейного расположения атомов [2].

Механизм действия сериновых протеаз очень хорошо иллю-
стрирует смысл концепции стабилизации переходного состояния.
Примеры реализации механизмов деформации и индуцирован-
ного соответствия обсуждаются в гл. 12 (последний механизм
рассмотрен на примере функционирования карбоксипептидазы,
папаина и глюкозо-6-фосфат—изомеразы, а напряжение — на
примере папаина).

6. Природа напряжения. Напряжение
или деформация?

Хотя в некоторых случаях напряжение представляет собой
истинную деформацию субстрата, зачастую оно вообще не со-
провождается искажением структуры последнего. Такая ситуа-
ция возникает либо в том случае, когда между субстратом и
ферментом имеются неблагоприятные взаимодействия, устраня-
ющиеся в переходном состоянии, либо когда при образовании
переходного состояния возникает дополнительное взаимодей-
ствие, не реализующееся в фермент-субстратном комплексе.
В обоих случаях существуют силы, изменяющие структуру суб-
страта, с тем чтобы приблизить ее к структуре переходного
состояния. Поскольку нековалентные взаимодействия довольно
слабые (за исключением вандерваальсовых сил отталкивания),
а ферменты и субстраты — достаточно гибкие молекулы, трудно
ожидать, что взаимодействие фермента с субстратом приведет к
деформации последнего. Может иметь место лишь поворот групп
субстрата относительно простых связей (как, например, при
конформационных изменениях субстратов лизоцима), растяже-
ние же этих связей или их деформация вряд ли возможны,
поскольку это требует больших энергетических затрат. Энергии
связывания вполне достаточно для деформации субстрата, од-
нако для использования этой энергии необходимо, чтобы ее
значение существенно изменялось на очень коротком расстоя-
нии, т. е. чтобы образовалась сильная связь. На основании
энергетических расчетов Левитт пришел к следующему выводу:
«Небольшие изменения конформации субстрата, приводящие к
существенным изменениям энергии напряжения, не могут быть
вызваны связыванием с ферментом» [8, 36]. Кроме того, он
предположил, что самые большие по величине силы, которые
принимают участие в деформации субстрата, не превышают
12кДж- (моль-А)-1 [3 ккал- (моль-А)-'], что приводит к смеще-
нию атомов на 1 А. Деформация может иметь место лишь в пре-
дельных случаях, и обычно напряжение определяется тонко



324 ГЛАВА 10

сбалансированным соотношением между выгодными и невыгод-
ными взаимодействиями. Более вероятно, что деформируется не
субстрат, а фермент, поскольку ферменты имеют менее жесткую
структуру. Действительно, в данной главе приведено множество
примеров деформации фермента при связывании субстрата.
Возможно, некоторые из этих деформаций представляют собой
неблагоприятное следствие гибкости белков и невозможности
сформировать активный центр, в точности комплементарный
данному субстрату. Легкая доступность активного центра может
быть обеспечена низким значением энергии конформационного
перехода, при котором определенная часть активного центра
сближается с субстратом (как в случае пептидов и карбоксил-
пептидазы, а также NAD4 и дегидрогеназ, гл. 12).

В физике и технике термин «деформация» (strain) имеет
вполне определенный смысл. Подразумевается, что структура
объекта физически искажена. Другой, близкий термин «напря-
жение» (stress) означает, что объект находится в напряженном
состоянии, но не разрушен. Используя эти точные физические
термины, можно сказать, что в фермент-субстратном комплексе
фермент, как правило, деформирован, тогда как субстрат нахо-
дится в состоянии напряжения.

Деформация и напряжение в ферментах могут вызываться
различными причинами. Как мы видели в данной главе и увидим
ниже (гл. 12), деформация и напряжение включают два про-
цесса: дестабилизацию субстрата и стабилизацию переходного
состояния. Дестабилизация субстрата может сопровождаться
пространственной деформацией, когда между ферментом и суб-
стратом возникают неблагоприятные взаимодействия (пролин-
рацемаза, лизоцим), десольватацией фермента (удаление двух
молекул воды от карбоксильной группы Asp-52 в лизоциме),
десольватацией субстрата (например, пептида, теряющего ка-
кое-то количество молекул связанной воды). Стабилизация пе-
реходного состояния сопровождается возникновением таких ти-
пов связывания, которые отсутствуют в случае субстрата
(сериновые протеазы, цитидиндезаминазы), ослаблением про-
странственной деформации, повторной сольватацией фермента
или субстрата (или образованием электростатических связей) в
переходном состоянии.

7. Деформация —индуцированное соответствие —
непродуктивное связывание

Деформация вносит положительный вклад в катализ при
условии комплементарности фермента переходному состоянию
субстрата, увеличивая &Cat и Км, что приводит к увеличению
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скорости реакции. Индуцированное соответствие уменьшает эф-
фективность катализа, увеличивая Км без соответствующего
увеличения kcat по сравнению с ферментом, находящимся в
активной форме в отсутствие субстрата. Механизм непродук-
тивного связывания не затрагивает каталитического превраще-
ния специфических субстратов, однако он приводит к появлению
дополнительных связывающих центров для конкурирующих
между собой неспецифических субстратов. Эффективность ката-
лиза при этом может уменьшаться, если связывание неспецифи-
ческих субстратов препятствует присоединению к ферменту спе-
цифических субстратов. Поскольку ни один из указанных меха-
низмов не обеспечивает никакой дополнительной специфичности,
для нерегуляторных ферментов наиболее важной из этих трех
процессов должна быть деформация. Непродуктивное связыва-
ние вообще может оказаться артефактом, свойственным лишь
системам in vitro, и не иметь никакого биологического значения
[2].

Приложение: проблема накопления
промежуточных соединений [2]

Как отмечалось в гл. 7, выявление промежуточных соедине-
ний ферментативных реакций потребовало больших усилий. Бы-
ло установлено, что в физиологических условиях в ходе реакций
с участием многих наиболее распространенных гидролитических
ферментов и природных субстратов эти соединения не накапли-
ваются (табл. 10.5), в связи с чем механизм действия пепсина и
карбоксипептидазы до сих пор не удалось установить.

Накопление промежуточных соединений при исследовании
механизма действия фермента часто наблюдают в тех случаях,
когда используют синтетические субстраты, обладающие высо-
кой реакционной способностью (например, эфиры при изучении
химотрипсина), или когда работают при необычных рН (напри-
мер, в кислой среде при исследовании щелочной фосфатазы).
Все это обусловлено причинами принципиального характера.
Естественное следствие принципа максимизации скорости путем
увеличения как kcat, так и Км состоит в том, что накопление
промежуточных соединений уменьшает скорость реакции.Любое
накапливающееся промежуточное соединение уменьшает Км ре-
акции, приводя к насыщению при более низких концентрациях
субстрата. Посмотрим на эту проблему с другой стороны. Если
промежуточное соединение накапливается, то это означает, что
константа скорости его исчезновения меньше константы скоро-
сти образования. Следовательно, скорость реакции ниже, чем



326 ГЛАВА 10

Таблица 10.5

Ферменты и промежуточные соединения

Фермент
(класс)

Химотрипсин
(Сериновые протеазы)

Пепсин
(Кислые протеазы)

Карбоксипептидаза
Папаин

(Тиоловые протеазы)
Эстераза печени свиньи

(Эстеразы печени)
Ацетилхолинэстераза

(Холиновые эстеразы)
Кислая фосфатаза

Лизоцим
(Гликозидазы)

Субстрат

Пептиды

Амиды

Алифатические
эфиры

Ацетилхолин

Фосфорные
моноэфиры

Полисахариды

Промежуточное
соединение

Ацилфермент

Ацилфермент (?)
Аминофермент (?)

?
Ацилфермент

»

Фосфорилфермент

Карбоний-ион
(эфир)

Накоп-
ление а '

_

—
—
—
—

—

+
+

— б)

а ' Указано, происходит (+) или не происходит (—) накопление фермент-содержащих
промежуточных соединении в случае физиологических субстратов при насыщающих кон-
центрациях субстратов. Следует отметить, что если физиологическая концентрация суб-
страта ниже соответствующего значения Км, то промежуточное соединение не накапли-
вается даже при насыщающих концентрациях.

б) Промежуточное соединение накапливается в случае синтетической уходящей
группы (rt-нитрофенол) в реакции с участием глюкозидазы.

она могла бы быть, если бы образование промежуточного соеди-
нения было лимитирующей стадией.

Проблема накопления промежуточного соединения—наибо-
лее сложная проблема ферментативного катализа, поскольку
ферменты (например, те из них, которые участвуют в пищеваре-
нии) должны «справляться» с периодически появляющимися
большими количествами субстратов. Если физиологическая кон-
центрация субстрата ниже Км для этой реакции, то промежу-
точное соединение in vivo не накапливается, поскольку фермент
находится преимущественно в несвязанном состоянии. Однако в
условиях эксперимента, когда можно использовать высокие
концентрации субстрата, промежуточное соединение иногда
удается накопить. Примером такого рода служит реакция с уча-
стием глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназы. Из табл. 10.4
видно, что концентрация альдегида in vivo ниже Км.-
Однако в лабораторных условиях ацилфермент может накапли-
ваться, если используются насыщающие концентрации субстра-
та.
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ
И ОТНОСИТЕЛЬНАЯ РЕАКЦИОННАЯ
СПОСОБНОСТЬ

Специфичность — чрезвычайно многозначный и зачастую
неверно интерпретируемый термин. В энзимологии под ним
обычно понимают способность фермента узнавать определенный
субстрат из нескольких конкурирующих за активный центр этого
фермента субстратов. Именно в этом смысле, например, говорят
о специфичности конкретной аминоацил-тРНК,—синтетазы по от-
ношению к конкретной аминокислоте и конкретной тРНК. Таков
смысл понятия «специфичность» в применении к биологическим
системам. При этом рассматривается ситуация, в которой за
фермент конкурируют два субстрата, и ставится задача опреде-
ления относительной прочности связывания субстратов с данным
ферментом. В этом смысле специфичность является функцией
прочности связывания обоих субстратов и скорости катализа:
если какой-либо субстрат, реагируя с ферментом, имеет кон-
станту ftcat в 1000 раз меньше, чем feCat для интересующего нас
субстрата, но связывается в тысячу раз прочнее, эти два фактора
будут компенсировать друг друга. Вот почему важным кинети-
ческим параметром при определении специфичности является
отношение fecat/Ам: оно отражает оба фактора — скорость ре-
акции и прочность связывания.

Термин «специфичность» используется также (по существу
неверно) при описании активности фермента по отношению к
другому субстрату в отсутствие специфического субстрата. Та-
кая ситуация часто имеет место в опытах in vitro. При этом
субстрат называют «плохим», если для него характерно либо
высокое значение Км, либо низкое /eCat. В биологических же
системах важны оба этих параметра.

Различие между двумя указанными значениями термина
«специфичность» очень важно для понимания сущности меха-
низмов деформации, индуцированного соответствия и непродук-
тивного связывания в катализе. Как будет показано в послед-
ней главе, эти факторы не влияют на биологическую специфич-
ность, поскольку они изменяют параметры kcat и Км таким
образом, что отношение fecat/Ям остается постоянным.
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А. Ограничения, налагаемые на специфичность

Центральную проблему специфичности можно сформулиро-
вать так: каким образом фермент отличает специфический суб-
страт от другого, меньшего или равного ему по размеру (изо-

стерического) субстрата? Отличить больший по размеру суб-
страт от специфического субстрата нетрудно, поскольку полость
фермента, в которой происходит связывание, может быть доста-
точно велика, чтобы связать небольшой специфический субстрат,
но слишком мала, чтобы в нее поместилась более крупная моле-
кула конкурирующего субстрата. Однако небольшой по разме-
рам субстрат не встречает таких стерических препятствий.
В этом случае энергия связывания, используемая в катализе,
будет меньше. Такие примеры были рассмотрены в разделе,
посвященном сериновым протеазам. Большие по размеру
производные ароматических аминокислот не могут связываться
небольшим связывающим карманом эластазы в отличие от
меньших по размерам производных аминокислот, способных
связываться и реагировать с химотрипсином. Однако, как об-
суждалось в начале предыдущей главы, реакции с участием
меньших по размеру субстратов характеризуются значительно
меньшими значениями параметров kcat и yfecat/Дм- Различить
субстраты не составляет труда и в том случае, если между ними
имеются существенные стереохимические различия. Как указы-
валось в конце гл. 2, при замене L-аминокислоты D-аминокис-

лотой происходит такая перестановка двух групп у хирального
атома углерода, что продуктивное связывание субстрата стано-
вится невозможным.

Гораздо труднее различить субстраты в реакциях, протекаю-
щих с участием аминоацил-тРНК—синтетаз — ферментов, кото-
рые должны с высокой точностью выбрать нужную аминокисло-
ту. Два примера такого рода — конкуренция между валином и
изолейцином за активный центр изолейцил-тРНК—синтетазы и
между треонином и валином за активный центр ва-
лил-тРНК—синтетазы (рис. 11.1).

Валин, отличающийся от изолейцина отсутствием одной ме-
тиленовой группы, связывается сизолейцил-тРНК—синтетазой в
сотни раз слабее. Треонин, несмотря на то что он изостеричен
валину, связывается с валил-тРНК—синтетазой в 100—200 раз
слабее, поскольку в гидрофобный карман, обычно занимаемый
метиленовой группой валина, погружается теперь гидроксиль-
ная группа.

Эту ситуацию можно проанализировать, воспользовавшись
теорией переходного состояния, как это сделано при рассмотре-
нии комплементарности между ферментом и субстратом в пре-
дыдущей главе. Энергия активации данной реакции представ-
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ляет собой сумму двух составляющих; одна из них — энергия
активации для стадии химического превращения субстрата, а
другая — энергия связывания фермента с субстратом. Если
меньший по размеру или изостерический субстрат отличается от
специфического субстрата отсутствием элемента R, который

Шолейцил -тРНК—
синтетаза-

Валш-тРЖ-
синтетаза

Рис. 11.1. Полость в активном центре изолейцил-тРНК — синтетазы способна
связывать валин, поскольку она связывает больший по размеру изолейцин.
Активный центр валил-тРНК — синтетазы не может «отторгнуть» треонин, так

как он изостеричен валину.

имеет потенциальную энергию связывания AAGb, максимально
возможное различие в скорости реакции, обусловленное этим
стереохимическим фактором, равно ехр(—AAGb/RT) и не может
увеличиваться за счет деформации, индуцированного соответ-
ствия, ряда конформационных изменений, наличия дополни-
тельных стадий химических превращений или двух (или боль-
шего числа) одновременно функционирующих центров. Впервые
это было показано для частного случая — механизм Михаэли-
са — Ментен,— а затем обобщено на все другие механизмы. Как
мы увидим дальше, специфичность обусловлена связыванием
именно переходного состояния.
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1. Механизм Михаэлиса — Ментен
В гл. 3, разд. Ж.2 было показано, что специфичность в случае

конкурирующих субстратов определяется величиной fecat/Дм.
Если скорость реакции с участием специфического субстрата
А обозначить через vA, а соответствующую скорость для конку-
рирующего субстрата В — через vB, то можно записать

(ИЛ)

Воспользовавшись уравнениями (10.3), (10.4) и (10.10), это со-
отношение можно представить в виде

in ( W * M ) = I n W/h) - (д°о* + AGb)> (11.2)
где AG* — энергия активации для стадии химического пре-
вращения субстрата, a AGb— энергия связывания переходного
состояния субстрата ферментом.

Если дополнительная группа R субстрата А не претерпевает
химического превращения в ходе данной реакции, то AG* для А
и В будет одинакова, если не принимать во внимание индукци-
онные эффекты. В таком случае, положив разность энергий свя-
зывания равной AAGb, из уравнения (11.2) получаем

где AAGb — отрицательная величина.
Уравнение (11.3) дает максимальный эффект, к которому

может привести связывание дополнительной группы. Если при
переходе от А к В лимитирующей становится другая стадия, то
энергия активации уменьшается на величину, меньшую AAGb.

Кроме того, если в случае субстрата В наряду с тем способом
связывания и химического превращения, которые реализуются в
случае субстрата А, существуют иные, это будет приводить к
увеличению суммарной скорости реакции.

Как мы увидим, высказанное ранее предположение о том,
что специфичность обусловливают перечисленные ниже меха-
низмы, не подтверждается.

а. Деформация

Как было показано в гл. 10, деформация не влияет на вели-
чину ucat/Лм, так как вызывает одинаковые изменения kcat и Км-

б. Индуцированное соответствие

В той же гл. 10 указывалось, что в случае индуцированного
соответствия отношение kcat/K,M равно просто отношению
kcatlKu для активной конформации, деленному на постоянный
для всех субстратов коэффициент [уравнения (10.14) и (10.17)].
Индуцированное соответствие не изменяет значения kcnlKn по
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сравнению с соответствующей величиной для случая, когда весь
фермент находится в активной конформации, и, следовательно,
не влияет на специфичность.

в. Непродуктивное связывание

Согласно данным гл. 3, разд. Д, при непродуктивном связы-
вании отношение kcatlKtA не изменяется, a £cat и /См уменьша-
ются в одинаковой степени. Специфичность, таким образом,
остается прежней.

г. Последовательность реакций

Специфичность фермента не повышается, если ферментатив-
ная реакция проходит через ряд последовательных стадий,
каждая из которых характеризуется энергией AAGb. Проще
всего понять этот факт, обратившись к гл. 3, разд. Е, откуда
станет ясно, что для реакции (11.4) отношение kcai/KK всегда
равно fo/Ks независимо от числа промежуточных стадий.

E + S =<=* ES >• E S ' *• ES" *• E S ' " и т. д. (11.4)

2. Общий случай
Для анализа вклада энергии связывания в свободную энер-

гию активации для каталитической стадии в общем случае
можно использовать следующий формальный термодинамиче-
ский подход.

Рассмотрим последовательность реакций
Лимитирующая

, , стадия

Е + S ^=4: ES 3=* E'S' ч=^ E"S" E * S +

(11.5)

где Е, Е', Е" и т. д. различные состояния фермента, a S, S',
S" — различные состояния субстрата. Скорость реакции можно
рассчитать из теории переходного состояния, пренебрегая все-
ми промежуточными стадиями, а просто рассматривая энер-
гетику процесса Е + S->-E^S*. Свободная энергия активации
Гиббса представляет собой сумму трех составляющих: измене-
ния свободной энергии AGf, представляющего собой разность
энергий состояний Е* и Е, AGs — разности энергий состоя-
ний S* и S и АСь — энергии связывания Е* и S+.

A G *

Схема I
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Из термодинамического цикла, представленного на схеме I,
видно, что энергия активации ^G^ равна

ДО* = AG* + ДО* + Д0 ь. (11.6)

Согласно теории переходного состояния, скорость реакции опре-
деляется выражением

v = (kT/h) [E] [S] ехр [- (ДО* + ДО* + ДО^/ЯГ]. (11.7)

Относительные скорости реакций с участием субстратов А и
В можно получить, подставив значения энергии Гиббса для А и
В в уравнение (11.7) и взяв отношение скоростей:

*А/Ч = (IА]/[В]) ехр [- (ДДОЬ + ДО* - t±G*)/RT]. (11.8)

Разность в энергиях связывания субстратов А и В, AAGb,
входит в уравнение только один раз. AAGb нельзя увеличить,
суммируя соответствующие величины для каждой из стадий.
Специфичность, обусловленная AAGb, просто «распределяется»
по этим стадиям.

Для подобных субстратов AG* будет близка к AGB, так что

»А/ИВ = ([А]/[В]) ехр ( - ДДОЬ//?Г) (11.9)

Этот подход можно использовать и для анализа связывания
обычных косубстратов, например NAD+илиАТР. Происходящие
при этом изменения энергии Гиббса сокращаются, как и в слу-
чае с AGE при определении отношения скоростей из уравнения
(11.7) или аналогичного ему уравнения.

3. Взаимодействующие активные центры

Может ли увеличиться специфичность при связывании с
ферментом, имеющим несколько центров связывания, более чем
одной молекулы субстрата? Такая возможность не исключается
для систем in vitro, когда присутствует только один субстрат и
анализируется абсолютная скорость, а не различие между суб-
стратами. Однако в реальных биологических системах, где име-
ются специфические и конкурирующие субстраты, специфич-
ность увеличиваться не может, поскольку в реакции участвуют
смешанные комплексы, содержащие фермент и оба субстрата.
Это можно показать с помощью формальных термодинамиче-
ских выкладок. Рассмотрим случай, когда реакционной способ-
ностью обладает половина активных центров, и одна молекула
субстрата, S*, связывается с ферментом, но не претерпевает
химических превращений с образованием продукта в отличие от
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второй молекулы, S. Сравнение скоростей реакций с участием
пары комплексов, например Е.А.А* с Е.В.А*, показывает, что
дополнительная энергия при связывании большего по размеру
субстрата, ДДбь используется только «один раз».

Е* + S* + S**

\

Е + S + S* — * E+S + S**
Схема II

Согласно теории переходного состояния, выражение для скоро-
сти имеет вид

о= (АГ/А) [Е] IS] [S*] ехр [- ( д о | + AGf + AGj. + (ДОЬ)5 + (ДО„)8,)/ЯГ]

(11.10)

Если субстрат А связывается прочнее, чем субстрат В из-за
различия в структуре, обусловливающего разный вклад в энер-
гию связывания ДДбь, и если УА В, — скорость реакции для слу-
чая, когда субстрат А связывается с центром, осуществляющим
химические превращения, а В — с другим центром, то, подстав-
ляя выражение для энергии Гиббса в уравнение (11.7) и по-
лагая A G A = A G B , получаем

ОАА'/ОВА» = ([А]/[В]) ехр ( - ДДОЬ/£Г) ( П . П )

"АВ'А-вв* = ([А]/[В]) ехр ( - ДДОЬ//?Г), (11.12)

так что

САА* + иАВ*)/(*вА« + "вв«) = [А1/[В] ехр ( - ДДОЬ//?Г). (11.13)

При образовании смешанных комплексов А и В с ферментом
специфичность не может увеличиться в результате одновремен-
ного связывания двух молекул субстрата. Связывание А дает
больший вклад в скорость каталитической стадии, чем присое-
динение В к некаталитическому центру, однако в смешанном
комплексе ЕАВ связывание А повышает активность в такой же
степени, как и в двойном комплексе ЕА.

4. Стереохимическая природа специфичности

Специфичность в отношении конкурирующих субстратов за-
висит от относительной прочности связывания ферментом их
переходных состояний. Комплементарность фермента переход-
ному состоянию субстрата позволяет достичь максимально вы-
сокой специфичности, поскольку этим обеспечивается оптималь-
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ное связывание переходного состояния. Кроме того, комплемен-
тарность является признаком оптимальности значения feCat//CM,
что вполне естественно, поскольку специфичность фермента
определяется этим параметром. Максимизация скорости сопро-
вождается максимизацией специфичности.

Причина, по которой гексокиназа предпочитает фосфорили-
ровать глюкозу, а не воду, заключается в том, что глюкоза в
отличие от воды хорошо связывается в переходном состоянии.
Каким бы ни был механизм этой реакции (деформация или
индуцированное соответствие), исход конкуренции между глю-
козой и водой будет одинаковым. Если допустить, что Vmax для
фосфорилирования глюкозы и воды одинакова, а энергия свя-
зывания глюкозы используется на уменьшение Км., то глюкоза
будет фосфорилироваться эффективнее благодаря тому, что ак-
тивный центр предпочтительнее связывает именно глюкозу. Если
бы вся энергия связывания глюкозы использовалась для пони-
жения энергии активации стадии, определяющей Vmax, это так-
же привело бы к более эффективному ее фосфорилированию
вследствие повышения реакционной способности этого соедине-
ния при связывании.

Существуют, однако, случаи, когда механизмы деформации
или индуцированного соответствия оказывают ощутимое влия-
ние на специфичность. Эти механизмы не имеют значения, когда
между субстратами существует конкуренция. Если же никаких
специфических субстратов нет, указанные механизмы могут
уменьшить абсолютную активность фермента в отношении, ска-
жем, воды. Так, например, механизм индуцированного соответ-
ствия способен предотвратить превращение гексокиназы в «аг-
рессивную» АТРазу в отсутствие глюкозы (хотя такое отсут-
ствие крайне маловероятно).

Б. Сверхспецифичность и механизмы корректирования

1. Синтез белков

Ограничения, налагаемые на специфичность различиями в
энергии связывания, не обеспечивают должной точности работы
некоторых биологических систем.

Например, клетка не смогла бы существовать, если бы точ-
ность процессов репликации и синтеза белка определялась
только описанными выше факторами. Наличие добавочной ме-
тиленовой группы у изолейцина может привести к превышению
скорости реакции этого соединения с изолейцил-тРНК—синтета-
зой над скоростью соответствующей реакции с участием валина
в 100—200 раз. С учетом того, что концентрация валина in vivo
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в пять раз выше, чем концентрация изолеицина, это могло бы дать
ошибку в скорости, равную 1/20—1/40. Однако установлено, что
суммарная ошибка в скорости для валина, ошибочно занявшего

АЦИЛНРОВЛНИЕ

Гидрофобная
полость

ГИДРОЛИЗ

Гидрофобная
полость

Местоположение гриппы,
образующей водородную

связь

АЦИЛИРОВАНИЕ

Гидрофобная
полость

ГИДРОЛИЗ

Гидрофобная
полость

Местоположение группы,
образующей водородную

связь

О тРНК

Рис. 11.2. Возможный механизм специфичности, направленный на предотвра-
щение неправильного ацилирования тРНКУ а 1 треонином. А, Гидрофобный
центр ацилирования, избирательно связывающий треонин. Б. Гидролитический
центр использует энергию связывания гидроксильной группы треонина для
связывания или катализа. Как показано на рисунке, ацильная группировка

перемещается из положения 2' в положение 3' [3].

в белке место изолеицина, составляет только 1/3000 [1]. Эта
сверхспецифичность обусловлена наличием корректирующего
механизма (editing mechanism). Изолейцил-тРНК—синтетаза
не только выполняет свои обычные биосинтетические функции,
но и обладает гидролитической способностью. Параметр
kcai/Км для образования связанного с этим ферментом валил-
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аденилата будет примерно в 150 раз меньше, чем при образова-
нии изолейциладенилата. Однако в то время как присоединение
тРНКП е к правильному комплексу ведет к образованию
Пе-тРНКПе, при присоединении неправильного комплекса ва-
лиладенилата образуются валин и AMP, а не Уа1-тРНК"е [2].
В присутствии валина, АТР и тРНКП е изолейцил-тРНК—синте-
таза функционирует как АТР-пирофосфатаза — непроизводи-
тельно, но по необходимости гидролизуя АТР до AMP.

Не, АТР тРНК П е .. ., , , ..
Е »- Е.Пе~АМР »• Ие-тРНКПе + AMP + Е, (11.14)

Val, АТР т Р Н К 1 1 е

 г т . , , , _ .

Е •> E.Val~AMP > Val + тРНКПе + AMP + Е. (11.15)

Для реакции отщепления треонина валил-тРНК—синтета-
зой удалось установить механизм специфичности (гл. 7. разд. Г)
[3]. Этот фермент имеет отдельный гидролитический центр для

Быстро Медленно
Е.АА.АТР.гРНК J-*- Е.АА-АМР.тРНК * ЕАА-ТРНК+АМР

Главная
стадия
корректи
роеания

Е+АА+АМР+ТРЖ

^Окончательная
ликвидация"

Рис. 11.3. Один из вариантов механизма «двойного сита», в котором стадия
корректирования предшествует стадии переноса аминокислоты на тРНК.

гидролиза Thr-TPHKVal и образует треониладенилатный комп-
лекс с kcat/K.M примерно в 600 раз меньшей, чем при образова-
нии валиладенилата. Thr-TPHKVal очень быстро гидролизуется
с числом оборотов 40 c - 1 . Val-TPHKVal гидролизуется медленно,
число оборотов составляет лишь 0,015 с-1. Ясно, что гидроли-
тический центр фермента для обеспечения специфического свя-
зывания треонина должен быть способен образовать водород-
ную связь с гидроксильной группой последнего. Гидрофобный
валин связывается с гидролитическим центром значительно сла-
бее, гидролизуясь приблизительно в 3000 раз медленнее. В про-
цессе эволюции природа создала специфический механизм ис-
пользования структурного различия, реализующийся в двух
случаях: один раз — для узнавания нужного субстрата на ста-
дии биосинтеза, а другой—для узнавания неправильного суб-
страта на стадии расщепления (рис. 11.2).

Наиболее сложен процесс распознавания изолейцила и ва-
лина таким ферментом, как изолейцил-тРНК—синтетаза. Дело
в том, что в Е.соп содержание валина в пять раз превышает
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содержание изолейцина [4]. В этом случае может иметь место
механизм двойного контроля, при котором большая часть ва-
лиладенилата деградирует еще до переноса к тРНКП е . Далее
изолейцил-тРНК—синтетаза использует свою гидролитическую

БОЛЬШИЕ ПО РАЗМЕРУ МЕНЬШИЕ ПО РАЗМЕРУ

АМИНОКИСЛОТЫ АМИНОКИСЛОТЫ

НЕ ПРОХОДЯТ СКВОЗЬ ,СИТО" ПРОХОДЯТ СКВОЗЬ„СИТО

ЦЕНТР АКТИВАЦИИ &Ь ГИДРОЛИТИЧЕСКИЙ ЦЕНТР

Val-
Пв •

1
Ш-тРНК

Рис. 11.4. Механизм «двойного сита», моделирующий процесс корректирова-
ния работы изолейцил-тРНК—синтетазы. Активный центр, где происходит об-
разование аминоациладенилата, «отторгает» аминокислоты, большие, чем изо-
лейцин, и связывает меньшие по размеру аминокислоты. Аналогичным обра-
зом гидролитический центр, размеры которого достаточны для связывания
валина, отторгает изолейцин и присоединяет валин и все меньшие по размеру

аминокислоты.

активность, ликвидируя все молекулы Уа!-тРНКПе, которым
удалось пройти через первый «пропускной пункт» [5]. Этот ме-
ханизм аналогичен «двойному ситу» (рис. 11.4).

2. Механизм корректирования
при репликации ДНК [6]

Процесс репликации ДНК характеризуется чрезвычайно вы-
сокой точностью. Частота мутации для Е. coli составляет 10~6—
10~8, и, следовательно, точность репликации ДНК либо равна
указанным величинам, либо еще больше [7]. Это подтвержда-
ется результатами исследования in vitro ДНК-полимеразы из
Е. coli и фага Т4, согласно которым вероятность ошибки состав-
ляет менее 10~s [7, 8]. Такая точность обеспечивается сложной
системой корректирующих механизмов.

Основное различие между процессами синтеза белка и ДНК
состоит в том, что в последнем случае исправить ошибку отно-
сительно легко. При синтезе белка растущий конец полипептид-
ной цепи активируется и переносится к следующей в цепи ами-
нокислоте. В этом случае удалить неправильный аминокислот-
ный остаток и «реактивировать» полипептид невозможно.
Ошибку необходимо исправить до полимеризации. При синтезе
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же ДНК активируется мономерный нуклеотид, присоединяю-
щийся к неактивированной растущей цепи. Это позволяет ис-
править ошибку уже после завершения полимеризации.

Молекула ДНК синтезируется в направлении 5' — 3' (нукле-
отиды присоединяются к З'-гидроксильной группе полинуклео-
тида), а все ДНК-полимеразы прокариот расщепляют цепь в
направлении 3'—5' (рис. 11.6). Имеются веские данные в поль-
зу наличия механизма вырезания ошибочно присоединенных

з'-

5'- I I I N
Синтез

-ОН

dAMP-PP

\

I
о

ТРНК
о

ТРНК

Рис. 11.5. В процессе синтеза
молекулы белка происходит пе-
ремещение активированной по-
липептидной цепи к следующе-

му аминокислотному остатку.

3'-

-он
Корректирование

с участием
экяонуклеазы

Рис. 11.6. В ходе синтеза молекулы
ДНК происходит присоединение ак-
тивированного дезоксинуклеотидмо-
нофосфата к З'-гидроксильной группе
растущей цепи. Корректирование про-

исходит в обратном направлении.

оснований с участием этого фермента. Во-первых, показано, что
экзонуклеаза наиболее эффективно гидролизует участки, содер-
жащие ошибочные основания, а также одноцепочечную ДНК [9,
10]. Во-вторых, частота мутаций у фага Т4 коррелирует с экзо-
нуклеазной активностью, проявляемой ДНК-полимеразой.
Штаммы, обладающие очень высокой скоростью мутации, син-
тезируют ДНК-полимеразу с низкой экзонуклеазной активно-
стью (табл. 11.1) [7]. Штаммы, устойчивые к мутациям,
обладают высокой экзонуклеазной активностью. Из
табл. 11.1 видно, что эти штаммы гидролизуют расточительно
большие количества дезоксинуклеозидтрифосфатов, чтобы
включить единственное основание [11]. В-третьих, обратная
транскриптаза из РНК-содержащего вируса миелобластомы
птиц, которая синтезирует ДНК с использованием РНК в каче-
стве матрицы, не обладает 3'—5'-экзонуклеазной активностью
и частота неправильного включения цитидина составляет 1/600
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[8]. Следует отметить, что корректирование должно осуществ-
ляться полимеразой, а не репарирующим ферментом, включаю-
щимся на следующей стадии, поскольку при синтезе двухцепо-
чечной ДНК нельзя было бы выяснить, какое именно из двух
спаренных оснований было включено по ошибке.

Механизм корректирования при репликации ДНК должен
несколько отличаться от механизма, используемого в случае
аминоацил-тРНК—синтетаз: для выполнения своей функции в
процессе биосинтеза ДНК-полимераза должна обладать спо-
собностью связывать все четыре дезоксинуклеотида, следова-
тельно, она не может иметь специальный центр связывания для
ошибочного основания (как, например, валил-тРНК—синтета-
за, имеющая центр связывания для треонина).

Нарушения первичной структуры ДНК могут быть обуслов-
лены не только ошибками в работе синтезирующего аппарата;
они возникают под действием рентгеновского излучения и ульт-
рафиолетового света, в результате химической модификации ос-
нований. В этих случаях ошибка исправляется с помощью
механизма вырезания дефектного участка, замещения его при
участии полимеразы и сшивания концов цепи ДНК-лигазой [6].
Ошибочно включенное основание распознается благодаря тому,
что оно химически отличается от четырех обычно присутствую-
щих в ДНК оснований. Имеется система, способная выщеплять
остатки дезоксиуридина, ошибочно включенные вместо тимиди-
на [12]. Здесь можно провести аналогию с распознаванием
изолейцина и валина при синтезе белка, поскольку урацил от-
личается от тимина тем, что последний содержит метильную
группу.

О О

Урацил Тимин

Урацил удаляется из молекулы ДНК с помощью урацилглико-
зидазы, которая отщепляет это основание от сахарного кольца.
Механизм действия данного фермента аналогичен механизму
действия изолейцил-тРНК—синтетазы, гидролизующей
Val-тРНК"6. В обоих случаях гидролитический центр слишком
мал, чтобы вместить субстрат, содержащий дополнительную
метильную группу, благодаря чему этот субстрат остается
неповрежденным. Коррекция при синтезе ДНК осуществляется
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Таблица 11.1

Корреляция между частотой мутации и экзонуклеазной
активностью ДНК-полимеразы фага Т4 [11]

Штамм

L56

L98
74D
L42
L141

Фенотип

Высокая частота мута-
ций

То же
Дикий тип
Низкая частота мутаций
То же

Количество гидролизованкого dTTP
Количество включенного (1ТМР

0,005

0,01
0,04
1,6

13

отдельным ферментом, так как ошибку можно исправить по
завершении полимеризации. Поскольку в случае синтеза белков
такая роскошь непозволительна, гидролитическая функция воз-
лагается на синтетазу, так что исправление ошибки должно
произойти до того, как неправильно ацилированная тРНК поки-
нет этот фермент [13].

3. «Кинетическое корректирование»

Основное условие функционирования корректирующего ме-
ханизма состоит в том, что в ходе реакции должно образовы-
ваться легко гидролизующееся промежуточное соединение или
продукт.

Корректирование осуществляется введением в реакционный
путь ответвления, обеспечивающего гидролиз нежелательных
соединений. Как мы видели, в реакции аминоацилирования
тРНК с участием аминоацил-тРНК—синтетазы в этом процессе
участвует особый гидролитический центр фермента, где гидро-
лизуется неправильно ацилированная тРНК, а возможно, и
предшественник аминоациладенилата.

Хопфилд [14] предложил специфический химический меха
низм, который в принципе может использоваться для коррек-
ции,—-кинетическое корректирование. Отличительной чертой это-
го механизма является отсутствие у фермента гидролитического
центра; нежелательные промежуточные соединения диффунди-
руют в раствор, где подвергаются неферментативному гидро-
лизу. Принципы действия кинетического корректирования можно
проиллюстрировать, рассмотрев гипотетический процесс амино-
ацилирования тРНК [схема (11.16)] (хотя, как было показано
выше, в этом случае на самом деле имеет место не кинетическое
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корректирование, а механизм «двойного сита» с участием осо-
бого гидролитического центра):

АТР PPi
V_> к-,

Е.АА — • Е.АА-АМГ • АА'ТРНК

4 (11.16)

Е+АА Е+АА-АМР ^ • АА+АМР

При гидролизе АТР образуется высокоэнергетическое промежу-
точное соединение — аминоациладенилат. Фермент-содержащее
промежуточное соединение может либо реагировать с тРНК с
образованием продуктов, либо диффундировать в раствор и
гидролизоваться. Если имеет место кинетическое корректирова-
ние, ошибочное промежуточное соединение (например, комплекс
валиладенилата с изолейцил-тРНК.—синтетазой) диффундирует
в раствор и гидролизуется быстрее, чем успевает прореагиро-
вать с образованием продуктов, т.е. fe3<?C&-4. Для «правильного»
промежуточного соединения &з > fe_4 и имеет место образование
продуктов. Следовательно, более прочное связывание специфи-
ческого субстрата используется дважды: первый раз при
связывании субстрата с образованием комплекса Михаэлиса и
второй — при связывании промежуточного соединения. Таким
образом, если избирательность для первой стадии обозначить
через /, то при условии, что для второй стадии она может
достичь того же значения, мы получаем в итоге избирательность
/2. Однако чтобы избирательность на второй стадии достигла
максимального значения, /, для правильного субстрата k% дол-
жно быть меньше £_4, так что эффективность его образования
будет низкой. Эти ограничения не распространяются на меха-
низмы двойного сита (рис. 11.4), поскольку из-за наличия у
фермента отдельного гидролитического центра структурное раз-
личие между двумя субстратами может использоваться на двух
этапах. Так, например, при удалении валина с помощью изолей-
цил-тРНК—синтетазы преимущественное связывание изолей-
цина (а не валина) с центром аминоацилирования обусловлива-
ется тем, что изолейцин больше по размерам, чем валин.
С другой стороны, благодаря меньшим размерам валин легче
связывается с центром, где происходит деградация, связывание
же изолейцина с этим центром стерически затруднено. В меха-
низме кинетического корректирования различия между двумя
субстратами также используются дважды. Пока четких данных
о выполнимости этого механизма нет, однако в принципе он
весьма интересен и правдоподобен.
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СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ
ОТДЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ

В этой главе мы рассмотрим механизм действия большинства
ферментов, кристаллическая структура которых установлена с
высоким разрешением.

Особое внимание уделено вопросу о том, как совместное
использование данных кинетических и структурных исследова-
ний позволяет достаточно полно описать механизм реакций, а
также тому, что дало изучение ферментативного катализа для
развития представлений о механизме химического катализа.
Кроме того, в этой главе рассмотрены некоторые эксперимен-
тальные подходы, используемые в энзимологии. К сожалению,
мы не касаемся здесь многих весьма интересных по своим свой-
ствам ферментов, поскольку их кристаллическая структура все
еще не установлена. Охватить в такой небольшой по объему
книге все ферменты невозможно — их число превышает 1500,—
и мы включили в данную главу только те из них, для которых
можно связать трехмерную структуру с механизмом действия
фермента.

Детали механизма действия большинства этих ферментов
более или менее известны. Установлено, например, наличие и
положение каталитических групп и последовательность химиче-
ских превращений в ходе реакции (хотя и не для всех случаев).
Лучше всего изучены реакции, протекающие с образованием
промежуточных соединений, которые можно выделить и оха-
рактеризовать. Это не только дает представление о механизме
химических превращений, но и позволяет сразу получить важ-
ную информацию о положении субстрата относительно катали-
тических групп фермента.

Основной задачей структурного исследования является опре-
деление структуры фермент-субстратного комплекса. Без этого
невозможно уяснить себе детали ферментативного процесса
(например, определить, деформируются ли в ходе реакции фер-
мент и субстрат) и точно установить положение субстрата отно-
сительно каталитических групп. Сама по себе структура фер-
мента дает только основу, позволяющую строить различные ги-
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потезы. К сожалению, как уже отмечалось в гл. 1, установить
структуру продуктивных комплексов между ферментом и суб-
стратом, как правило, не удается, а потому приходится исполь-
зовать соединения, являющиеся аналогами субстратов, и прибе-
гать к построению моделей. Недостаток данного подхода состо-
ит в том, что можно не заметить такие эффекты, как напряжения
и деформации. Иногда (например, в случае рибонуклеазы)
структура аналога очень близка к структуре природного суб-
страта. В редких случаях (для трипсина и триозофосфатизоме-
разы) положение равновесия между субстратом и продуктом
таково, что оно позволяет установить структуру продуктивного
комплекса.

Очень важно иметь в виду следующее. Интерпретируя свои
экспериментальные данные, исследователи нередко переоцени-
вают их надежность и делают необоснованные выводы. Так,
например, при анализе рентгеностг ктурных данных один ис-
следователь может придавать большое значение каким-то изме-
нениям на карте электронной плотности, а другой рассматривать
их как артефакт. Наихудшие интерпретаторы из всех — это те,
кто интерпретируют интерпретацию других.

В подготовке данной главы существенную помощь мне ока-
зали мои коллеги, позволившие привести свои неопубликован-
ные данные. В связи с этим хотел бы выразить благодарность
следующим ученым (их фамилии приведены в алфавитном по-
рядке): Брёндёну С.-И., Дутлеру X. и Плэппу Б. (алкогольдегид-
рогеназа); Байсекеру Г. и Уонакотту А. (глицеральдегид-3-фос-
фат—дегидрогеназа); Петско Г. (эластаза); Андреевой Н. С.Ан-
тонову В. К- и Гофману Т. (пепсин); Ноулсу Р. и Филлипсу Д.
(триозофосфатизомераза); Уотсону X. (фосфоглицеромутаза).

А. Дегидрогеназы

Дегидрогеназы, которые мы рассмотрим в данном разделе,
катализируют окисление спиртов до карбонильных соединений.
В роли коферментов для них выступают либо NAD+, либо
NADP+. Комплекс фермента и кофермента называется голофер-
ментом, тогда как свободный фермент именуется апоферментом.
Некоторые дегидрогеназы специфичны лишь к одному из этих
коферментов, когда как другие используют оба. Реакции, ката-
лизируемые дегидрогеназами, легко обратимы, так что карбо-
нильные соединения могут быть легко восстановлены с помощью
NADH или NADPH. Скорости как прямых, так и обратных реак-
ций очень просто измерить по появлению или исчезновению
восстановленного кофермента, который имеет характерный
спектр поглощения в ультрафиолетовой области с максимумом
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при X = 340 нм. Кроме того, восстановленные коферменты при
освещении их светом с длиной волны 340 нм флуоресцируют, что
дает еще более чувствительный способ их регистрации.

Химическая сторона процесса восстановления NAD+ была
изучена в ходе весьма элегантных экспериментов [1]. Окисление
спирта сопровождается отщеплением двух атомов водорода.
Один из них переносится непосредственно в положение 4 нико-
тинамидного кольца NAD+, другой высвобождается в виде про-
тона [2, 3]. Обычно считают, что водород переносится в виде

X.он

н

-CONH, н. н CONH,

f Н

(12.1)

гидрид-иона Н~ (однако не исключено, что образуется промежу-
точное соединение, являющееся радикалом). Этот перенос сте-
реоспецифичен. Использование дейтерированных субстратов по-
зволило установить, что одни дегидрогеназы переносят водород
на одну сторону никотинамидного кольца, а другие — на проти-
воположную [схема (12.2)]. Исходя из этого ферменты подраз-
деляются на два класса — А и В (табл. 12.1) (см. также гл. 2,
разд. 3).

CONH, CONH,

N—R ,N—R (12.2)

Структура некоторых дегидрогеназ установлена. Эти фер-
менты, их физические и кинетические свойства подробно рас-
смотрены в работах [4—8]. Приведенные данные позволяют
сделать некоторые выводы. Как говорилось в конце гл. 1, в
субъединицах фермента можно выделить два домена: катали-
тический домен, структура которого существенно различается
для разных дегидрогеназ, и домен, связывающий нуклеотид и
характеризующийся тем, что его полипептидная цепь уложена
одинаковым для всех дегидрогеназ образом. Детали структуры
этого домена варьируют от фермента к ферменту, однако во всех
случаях кофермент присоединяется в развернутой конформации
(рис. 12.1). Наиболее важное изменение касается способа рас-
положения никотинамидного кольца: для ферментов разных
классов (А и В) оно обращено к субстрату разными сторонами.
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Таблица 12.1

Стереоспецифичность коферментов некоторых дегидрогеназ

Дегидрогеназы

Глутаматдегидрогеназа
Глюкозо-6-фосфат—де-

-гидрогеназа
3-глицерофосфат—деги-

дрогеназа
Глицеральдегид-3-фос-

фат—дегидрогеназа
Малатдегидрогеназа

(растворимая)
Алкогольдегидрогеназа
Лактатдегидрогеназа
Изоцитратдегидрогеназа

Необходимый
кофермент

NAD+ или NADP+

NADP+

NAD+

»

»

»

NADP+

Стереоспецифичность
(класс)

В

в

в
в
А

А
А
А

Рис. 12.1. Связывание NAD+ глицеральдегид-3-фосфат — дегидрогеназой иа
Bacillus stearothermophilus [58].
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1. Алкогольдегидрогеназы [5]

Алкогольдегидрогеназы — это цинксодержащие металло-
ферменты, окисляющие широкий круг алифатических и арома-
тических спиртов до соответствующих альдегидов и кетонов и
использующие в качестве кофермента NAD+ [см. схему (12.11)].
Наиболее детально изучены две алкогольдегидрогеназы: из
дрожжей и из печени лошади. Кристаллическая структура апо-
и голоферментов из печени лошади была установлена с разре-
шением 2,4 [9] и 4,5 А соответственно. Молекула этого фермента
представляет собой симметричный димер, состоящий из двух
идентичных цепей с мол. весом 40 000. Каждая цепь содержит
один центр связывания NAD+ и два центра связывания Zn2+.
Непосредственное участие в катализе принимает только один из
ионов цинка. Дрожжевая алкогольдегидрогеназа представляет
собой тетрамер с мол. весом 145 008, каждая цепь которого
связывает одну молекулу NAD+ и один ион Zn2 +. Несмотря на
отмеченные различия, предварительные данные по аминокис-
лотной последовательности свидетельствуют о высокой гомоло-
гичности этих двух ферментов. Предполагается, что механизм
ферментативной реакции для обоих ферментов в принципе оди-
наков, хотя лимитирующая стадия, рН-зависимость скорости
реакции и графики Гаммета могут различаться.

а. Структура активного центра алкогольдегидрогеназы
печени [5]

Ион Zn2+ находится на дне гидрофобного кармана, образо-
ванного в месте соединения каталитического и связывающего
нуклеотид доменов. Лигандами атома цинка являются атомы
серы аминокислотных остатков Cys-46 и Cys-174 и атом азота
остатка His-67. Четвертым лигандом служит способная к иони-
зации молекула воды, связанная водородной связью с гидро-
ксильной группой остатка Ser-48, который в свою очередь обра-
зует водородную связь с His-51. Из рН-зависимости связывания
NAD+ [10] и прямого определения количества высвобождаю-
щихся протонов при связывании NAD+ [11] следует, что р/(а

функциональной группы апофермента равен 9,6, тогда как в
голоферменте эта величина составляет ~7,6. Кристаллографи-
ческие исследования позволяют предположить, что ионизирует-
ся связанная с цинком молекула воды. Никотинамидное кольцо
прочно связывается в непосредственной близости от иона цинка
на дне гидрофобного кармана.

б. Структура фермент-субстратного комплекса

Структура реакционноспособных тройных комплексов фер-
мент—NAD+— спирт и фермент — NADH — альдегид (или ке-
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Ращелина, в которой
происходит связы-
вание ЫЛП*

/

N (His-67)

Z n 2 + — S ( C y s - 4 6 )

„Карман"в кото
происходит связи
вание субстрата

Рис. 12.2. Схематическое изображение активного центра алкогольдегидрогена*
зы из печени лошади. (С любезного разрешения C.-I. Branden.)

(His-51)

Рис. 12.3. Модель продуктивного тройного комплекса алкогольдегидрогеназы
из печени лошади. Предполагается, что ионизированный спирт замещает свя-
занную с цинком молекулу воды, изображенную на рис. 12.2. (С любезного

разрешения C.-I. Branden.)
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тон) была определена не прямым способом, а с помощью по-
строения моделей. Проведенные исследования позволяют сде-
лать вывод, что атом кислорода спирта или альдегида (кетона)
непосредственно присоединен к иону цинка, а гидрофобная бо-
ковая цепь связывается с гидрофобной «полостью» кармана [5].
Эта гипотеза подтверждается проведенными недавно с по-
мощью построения моделей исследованиями взаимозависимости
структуры и реакционной способности для ряда замещенных
производных циклогексанов [12], спектроскопическими данны-
ми [13] и данными по связыванию [14], показывающими, что
карбонильная группа присоединяется непосредственно к поло-
жительно заряженному или кислотному центру (при введении
заместителей, являющихся донорами электронов, в спектре аль-
дегида происходят соответствующие изменения, а связывание
замещенных бензальдегидов становится более прочным).

Координационное число для иона Zn2+ и состояние ионизации
спирта в тройном комплексе точно не известны. Согласно одной
гипотезе, спирт замещает присоединенную к цинку молекулу
воды или гидроксил-ион и связывается в виде ионизированного
алкоголят-иона [5]:

NAD

с ^ NADAl ^С (12.3)

R R R X R'

По мнению других авторов [15], недиссоциированный спирт
присоединяется к иону Zn 2 + без замещения молекулы воды;
координационное число цинка возрастает до 5.

Модель тройного комплекса построена исходя из следующих
межатомных расстояний: расстояние между ионом Zn 2 + и
С-1-атомом спирта равно 3,3 А: расстояние от Zn2 + до центра
никотинамидного кольца — 4,5 А; расстояние между С-1-атомом
спирта и С-4-атомом никотинамидного кольца составляет 3,5 А
[12],

в. Кинетический механизм

Исследования дегидрогеназы из печени лошади, проведен-
ные с использованием методов стационарной кинетики и мето-
дом остановленной струи, рассматриваются теперь как классиче-
ские экспериментальные работы. Они позволили установить, что
окисление спиртов представляет собой упорядоченный процесс,
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первой стадией которого является связывание кофермента, а
лимитирующей стадией — диссоциация комплекса фермент —
NADH [10, 16, 17]. И теория переходного состояния, и данные
стационарной кинетики показывают, что образующийся комп-
лекс фермент—NAD+ изомеризуется [17, 18]. Что касается
обратной реакции, то при восстановлении ароматических альде-
гидов лимитирующей стадией является стадия диссоциации
комплекса между ферментом и спиртом [17, 19], тогда как вос-
становление ацетальдегида лимитируется химической стадией
(перенос гидрид-иона).

Комплексы между ферментом и продуктом для алкогольде-
гидрогеназы дрожжей диссоциируют довольно быстро, так что
лимитирующими являются стадии химического превращения
[20]. Это позволяет измерить кинетические изотопные эффекты

для указанных стадий с помощью стационарной кинетики.
Установлено, что окисление дейтерированных спиртов RCD2OH
и восстановление бензальдегидов дейтерированным NADH (т. е.
NADD) протекают значительно медленнее соответствующих ре-
акций с участием немеченых соединений (&H/&D = 3—5) [14,
20]. Это показывает, что перенос гидрид-иона (или дейтерид-
иона) осуществляется в ходе лимитирующей стадии реакции.
Измерение константы скорости переноса гидрид-иона в случае
алкогольдегидрогеназы печени лошади с помощью предстацио-
нарной кинетики выявило наличие аналогичных изотопных эф-
фектов [21, 22].

Основной момент, остающийся неясным для рассматривае-
мого механизма, касается координационного числа иона Zn 2 + и
состояния ионизации его лигандов. Соответствующие данные
были получены при исследовании зависимости реакционной спо-
собности фермента от его структуры и рН-зависимости скорости
реакции. Установлено, что kcat для реакции окисления спиртов
алкогольдегидрогеназой дрожжей и fecat для реакции восста-
новления бензальдегидов алкогольдегидрогеназой печени слабо
зависят от способности реагирующих атомов принимать или
отдавать электроны [14, 15, 20, 23, 24]. Возможно, это обуслов-
лено тем, что перенос гидрид-иона осуществляется по механизму
общего кислотно-основного катализа (т. е. образующийся при
переносе гидрид-иона заряд нейтрализуется синхронным пере-
носом протона от кислородного атома субстрата или на этот
атом). Однако никакой боковой цепи, которая находилась бы
достаточно близко к субстрату, чтобы выполнять каталитиче-
скую функцию, не обнаружено. Было высказано предположение,
что карбонильная группа субстрата присоединяется не к самому
иону цинка, а к связанной с ним молекуле воды [25]. Хотя это
согласуется с предположением о наличии общего кислотно-основ-
ного катализа, в котором связанная с цинком вода играет роль
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общей кислоты, а связанный с цинком гидроксил-ион — общего
основания, геометрия указанного комплекса, по-видимому, про-
тиворечит данным рентгеноструктурного анализа [26]. Согласно
другой гипотезе, связанная с цинком молекула воды выполняет
роль катализатора, а субстрат присоединяется координационной
связью непосредственно к атому цинка. При этом предполагает-
ся, что связывание субстрата с цинком не приводит к вытесне-
нию молекулы воды, а увеличивает координационное число цин-
ка до пяти [уравнение (12.4)] [15].

+ / - > А NAD-
NAD + /H \

R

Для выяснения состояния ионизации каталитической группы
была исследована рН-зависимость скорости ферментативной ре-
акции. При окислении n-метилбензилового спирта, катализируе-
мом алькогольдегидрогеназой дрожжей, kcm возрастает при
увеличении рН и определяется состоянием ионизации осно'вной
формы группы с р/Са = 8,25, тогда как при восстановлении
ацетальдегида параметр kcat/Км. возрастает при уменьшении
рН и определяется состоянием ионизации кислой формы группы
с р/(а =8,25 [27]. Это не противоречит механизму (12.4), по-
скольку связанные с цинком молекулы воды в модельных со-
единениях ионизируются именно в этой области рН [28]. Значи-
тельно труднее интерпретировать рН-зависимость kcat для ре-
акций, катализируемых нативной алкогольдегидрогеназой из
печени лошади. Скорость восстановления альдегидов мало из-
меняется в диапазоне рН от 6 до 10 [15], что можно рассматри-
вать как довод в пользу выполнения механизма (12.3) [29].
Если имеет место механизм (12.4), то р/Са связанной с цинком
молекулы воды в тройном комплексе с NADH и альдегидом
должен быть относительно высоким, а рКа связанного с цинком
гидроксильного иона в тройном комплексе с NAD+ и альдеги-
дом— относительно низким [15]. Аналогичным образом, если
справедлив механизм (12.3), то связанный с цинком алкоголят-
ион должен иметь необычно низкое значение р/(а.

Вопрос о том, обладают ли реакционной способностью все
активные центры молекулы алкогольдегидрогеназы или полови-
на их, остается открытым. Хотя этот фермент связывает два
моля NAD+ с одинаковым сродством, считается, что в катализе
участвует только один активный центр.
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2. L-лактатдегидрогеназа [4, 6, 32]

L-лактатдегидрогеназа катализирует обратимое окисление
L-лактата до пирувата с использованием в качестве кофермента
NAD+:

СНз СНз

-OH + NAD+ =f=fc C = O + NADH + H+ (12.5)
I I

COJ СОГ

H—С—С

•>2

Этот фермент, выделенный из многих источников, представ-
ляет собой тетрамер с мол. весом 140 000. Он может существо*
вать в двух формах: Н4, преобладающей в сердечной мышце, и
М4, преобладающей в скелетной мышце [33, 34]. Эти формы
называются изоферментами — разными молекулярными форма-
ми одного и того же фермента. Аминокислотный состав форм
М.4 и Н4 существенно различается; кинетические свойства изо-
ферментов также неодинаковы. Несмотря на это, свойства цент-
ров ассоциации субъединиц весьма близки, поскольку вероят-
ность образования таких гибридных форм, как М3Н, М2Нг и МН3,
определяется чисто статистическими факторами [35]. В ходе
каталитической реакции субъединицы никак не взаимодейству-
ют между собой, так что кинетические свойства, например,
формы Н3М и смеси форм Н4 и М4 в соотношении 3 : 1 идентичны.
Кристаллическая структура апофермента, выделенного из аку-
лы, была установлена с разрешением 2,0 А, а его комплекса с
аддуктом NAD—пируват — с разрешением 2,8 А [36]. Молеку-
ла фермента симметрична, а субъединицы структурно эквива-
лентны.

а. Структура фермент-субстратного комплекса

Структура тройных комплексов была определена из кри-
сталлографических исследований [37] связывания аддукта
NAD—пируват, который можно рассматривать как аналог свя-
занных ковалентной связью пирувата и NADH [38]:

со;
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Скорее всего активные тройные комплексы имеют следую-
щую конформацию:

(12.7)

Карбоксильная группа субстрата образует ионную связь с боко-
вой цепью Arg-171. Гидроксильная группа лактата связана во-
дородной связью с непротонированным имидазольным кольцом
His-195, в то время как карбонильная группа пирувата образует
водородную связь с протонированным имидазолом. His-195 не
только участвует в ориентации субстрата, но и действует как
кислотно-основный катализатор, стабилизируя отрицательный
заряд, который образуется на кислородном атоме пирувата в
ходе реакции, и способствуя отщеплению протона от лактата
при окислении.

Аддукт NAD—пируват образуется из NAD+ и енольной
формы пирувата в присутствии фермента [39]' (в обычной реак-
ции субстратом является /сего-таутомер [40]). Предполагается,

1 См. также Сугробова Н. П., Курганов Б. И., Яковлев В. А., Молек.
биология 8, 716—722 (1974); Burgner J. W., Ainslie G. R., Jr., Cleland W. W.,
Ray W. J., Jr., Biochemistry 17, 1646—1653 (1978); Burgner J. W., Ray W. J ,
Jr., Biochemistry 17, 1654—1661 (1978); Wilton D. C, Biochem. J. 177, 951—-
957 (1979). — Прим. ред.
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что как и при окислении лактата, в роли катализатора в этой
реакции выступает His-195:

(HiS-195)

(12.8)

б. Кинетический механизм [6, 41]

Лактатдегидрогеназа связывает лактат или пируват только в
присутствии кофермента [42]. Следовательно, имеет место упо-
рядоченный механизм, причем первым связывается кофермент.
Об этом же свидетельствуют кристаллографические данные:
присоединение кофермента индуцирует конформационное изме-
нение, при котором аминокислотные остатки в цепи от 98 до
114 перемещаются на относительно большое расстояние, при-
ближаясь к активному центру в тройном комплексе [36, 37].
Применение методов исследования быстрых реакций показыва-
ет, что этот механизм несколько отличается от механизма дей-
ствия алкогольдегидрогеназы из печени лошади, но лимитирую-
щей стадией в обоих случаях является диссоциация комплекса
E.NADH [41, 43]. В случае алкогольдегидрогеназы скорость
высвобождения альдегида из тройного комплекса
E.RCHO.NAD выше скорости переноса гидрид-иона, так что эти
два тройных комплекса никогда не находятся в равновесии.
Однако в реакциях, катализируемых лактатдегидрогеназой, пе-
ренос гидрид-иона происходит очень быстро, а пируват высво-
бождается медленно, и тройные комплексы находятся в равно-
весии. При нейтральных рН равновесие сдвинуто в сторону
образования лактата и NAD+. При смешивании лактата с голо-
ферментом при рН 7 в течение первой миллисекунды 20% свя-
занного NAD+ восстанавливается до NADH в соответствии с
положением быстро устанавливающегося равновесия между
E.NAD+.Лактат и E.NADH.Пируват. По мере высвобождения
пирувата равновесие смещается в сторону образования продук-
тов, так что восстанавливаются все четыре связанные молекулы
NAD+. Затем происходит более медленное отщепление NADH,
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являющееся лимитирующей стадией в стационарном состоянии:
Быстро Медленно

E.NAD+.Лактат t -» E.NADH.Пируват ->- >

Пируват

Самая медленная стадия

- ^ > E.NADH ^ * Е. (12.9)
NADH

Такое поведение можно по ошибке объяснить тем, что реакци*
онной способностью обладает половина активных центров в мо-
лекуле, однако все четыре центра, по-видимому, являются неза-
висимыми [6, 41, 43]. Связывание коферментов также происхо*
дит независимо с каждым центром.

Играющий большую роль в катализе остаток His-195 обла-
дает необычной реакционной способностью в отношении диэтил-
пирокарбоната. Это дает возможность определить р/Са (=6,7)
как апо-, так и голофермента непосредственно из рН-зависимо-
сти скорости модификации [44]. Имеются данные о том, что
лактат предпочтительно связывается с голоферментом, несущим
неионизированный гистидин, тогда как пируват — с комплексом
E.NADH, гистидин которого протонирован.

3. Малатдегидрогеназа [7]

Малатдегидрогеназа катализирует обратимое окисление ма-
лата до оксалоацетата с использованием в качестве кофермента
NAD+:

СО2" COJ

Н—С—OH + NAD+ ч=± C = O + NADH + H* (12.10)
I II I

CH 2 COJ СН2СО2"

Кристаллическая структура растворимого (цитоплазматическо-
го) фермента установлена с разрешением 2,5 А [45]. Карта
электронной плотности еще не соотнесена с аминокислотной
последовательностью, но, как указывалось в гл. 1, укладка по-
липептидной цепи фермента в принципе аналогична укладке
цепи лактатдегидрогеназы, хотя малатдегидрогеназа является
всего лишь димером с мол. весом 70 000. Вероятно, механизм
действия обоих ферментов одинаков, поскольку малатдегидро-
геназа также содержит важный для катализа остаток гистиди-
на, который может модифицироваться диэтилпирокарбонатом
[46]. Два моля NADH (или NAD+) связываются с одинаковым
сродством [47]. Кажущаяся отрицательная кооперативность при
связывании кофермента, обнаруженная для одного из препара-
тов фермента, может быть обусловлена тем, что на самом деле
в препарате присутствовали две формы [48, 49].
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4. Глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназа [50]

Глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназа, тетрамерный фер-
мент с мол. весом 150 000, состоит из четырех идентичных цепей;
он катализирует обратимое окислительное фосфорилирование
глицеральдегид-3-фосфата до 1,3-дифосфоглицерата с использо*
ванием в качестве кофермента NAD+:

с с

Н—С—ОН + NAD++ НРОГ ^=fc Н—С—OH + NADH + H* (12.11)

CHjOPOf CHjOPOf

Эта реакция протекает через несколько стадий. Адекватность
механизма окислительного фосфорилирования [реакции
(12.12) —(12.16)], предложенного в 1953 г. [51], подтвержда-
ется всесторонними исследованиями с привлечением данных
предстационарной [52] и стационарной [53] кинетики;

ОН

NAD+.E— SH + RCHO *=*= NAD+.E—S—C—R (12.12)

NAD+.E—S—C—R *=± NADH.E—S—С + Н+ (12.13)
N

NADH.E— S—C"^ =<=-v- E— S—o/ + NADH (12 14)
4 R 4 R

E— S—QT +NAD+ ^=fc NAD+.E—S—C*^ (12.15)
4 \

3 /ОРОГ
NAD+.E— S—С +НРОГ ч=± NAD+.E—SH + RC (12.16)

В ферменте имеется реакционноспособныи остаток цистеина,
который легко ацилируется ацилфосфатами с образованием тио-
эфира [обратное направление реакции (12.16)] [54]. Первая ста-
дия в приведенной последовательности реакций состоит в обра-
зовании полутиоацеталя между цистеином и субстратом. На
этой стадии происходит превращение карбонильной группы,
трудно поддающейся прямому окислению, в спиртовую группу,
легко дегидрирующуюся обычным путем [реакция (12.13)].



358 ГЛАВА 12

Образовавшийся в ходе реакции (12.13) тиоэфир взаимодей-
ствует с ортофосфатом, давая ацилфосфат (12.16). Однако
перенос ацильной группы происходит очень медленно до тех пор,
пока NAD+ не присоединится к ферменту [55, 56]. Поэтому
обязательным этапом в последовательности приведенных выше
реакций является замещение NADH на NAD+ в ходе реакций
(12.14) и (12.15). Интересно, что диссоциация комплекса ацил-
фермента с NADH (12.14) при насыщающих концентрациях
реагента и высоком рН является лимитирующей стадией данной
последовательности реакций [55]. Следствием замещения
NADH на NAD+ до высвобождения ацилфосфата является то,
что свободный апофермент не принимает участие в реакции.
Кроме того, поскольку ацилирование фермента дифосфатом ак-
тивируется NAD+, голофермент инициирует восстановительное
дефосфорилирование 1,3-дифосфоглицерата.

Комплексы Михаэлиса голофермента с альдегидом или ди-
фосфоглицератом и ацилфермента с ортофосфатом в эту схему
не включены, поскольку их константы диссоциации слишком
высоки, чтобы могло происходить накопление комплексов.

а. Структура фермент-субстратных комплексов

Кристаллическая структура голоферментов, выделенных из
омара [57] и Bacillus sterothermophilus [58], была установлена
с разрешением 2,9 и 2,7 А соответственно, а структура голофер-
мента человека [59] и бактериального апофермента [58] — с
низким разрешением. Структура фермент-субстратных комплек-
сов определена с помощью построения моделей для фермента,
выделенного из омара, и бактериального фермента [57, 58].
Далее мы всюду будем рассматривать данные, касающиеся
только бактериального фермента.

В активном центре бактериального фермента, полученного в
кристаллической форме из раствора сульфата аммония, выявле-
ны два центра связывания сульфат-ионов (рис. 12.1) [60]. Ра-
зумную с точки зрения химии и стереохимии схему реакции
можно построить, предположив, что один из этих двух центров
представляет собой центр связывания фосфатного остатка суб-
страта, а другой — центр связывания фосфатного остатка, при-
нимающего участие в реакции деацилирования (12.16). Когда
3-фосфат образует водородные связи с гидроксильной группой
Thr-179, положительно заряженной боковой цепью Arg-231 и
2'-гидроксильной группой рибозного кольца, присоединенного к
никотинамиду NAD+, альдегидная группа субстрата может об-
разовывать с остатком Cys-149 полутиоацеталь (рис. 12.1). За-
тем гидроксильная группа субстрата в положении С-2 может
образовать водородную связь с Ser-148, а гидроксильная группа
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в положении С-1 — с атомом азота остатка His-176. В результа-
те субстрат будет расположен таким образом, что атом водоро-
да, присоединенный к атому С-1, окажется на расстоянии менее
3 А от атома С-4 никотинамидного кольца. При таком способе
связывания реакция дегидрирования может протекать так, как
это было описано выше (окисление лактатдегидрогеназы), с
His-176 в качестве общего основного катализатора (12.17).

AHis-nS)

/ \ (12.17)
(ClfS-149)—S \

d Н—С—О—Н

Н2С

о о •
Переходное состояние при атаке тиоэфира ортофосфатом

может стабилизироваться за счет образования водородных свя-
зей между атакующим фосфатом и гидроксильными группами
остатков Ser-148, Thr-150 и гидроксилом при С-2-атоме субстра-
та, а также между атомами азота амидных групп Cys-149 и
Thr-150. Наличие специфического центра связывания фосфата
объясняет тот факт, что тиозфир фосфорилируется быстрее,
нежели гидролизуется. Атом серы полуацеталя находится до-
статочно близко к С-атому никотинамидного кольца NAD+, что-
бы поляризоваться под действием его положительного заряда.
Возможно, с этим связана активация реакции переноса ацила
при связывании NAD+.

б. Характер симметрии фермента и кооперативность при
связывании лигандов

Единого мнения о характере симметрии дегидрогеназы, ко-
оперативное™ при связывании лигандов, а также о том, обла-
дают ли реакционной способностью все активные центры или
половина их, не существует [61—68]. Связывание NAD+ с фер-
ментом является четко выраженным кооперативным процес-
сом; при связывании NAD+ с ферментом из мышц кролика и
бактериальным ферментом обнаруживается сильная отрицатель-
ная кооперативность [61, 65], хотя при некоторых температурах
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присоединение NAD+ к дегидрогеиазе дрожжей характеризует-
ся положительной кооперативностью [69]. С другой стороны,
присоединение глицеральдегид-3-фосфата ко всем четырем
субъединицам происходит независимо [68]. Наличие реакцион-
ной способности у половины активных центров установлено
только в случае искусственных субстратов; например, 1,3-ди-
фосфоглицерат ацилирует все четыре реакционноспособных
остатка цистеина с одной и той же константой скорости [55, 63,
65, 68]. На основании данных ряда кинетических работ и ре-
зультатов исследования связывания было высказано предполо-
жение, что эта дегидрогеназа существует в виде «димера диме-
ров», состоящего из двух пар структурно различающихся
субъединиц [67, 70]. Анализ карты электронной плотности кри-
сталлического голофермента из омара, полученной при высоком
разрешении, подтверждает эту точку зрения [57], однако более
поздние исследования бактериального фермента четко показы-
вают, что все четыре субъединицы структурно идентичны и дан-
ный фермент имеет симметрию 222 [58]. Бактериальный апо-
фермент обладает такой же симметрией, хотя исследования
проводились только при низком разрешении [58]. Сравнитель-
ный анализ свойств бактериальных апо- и голоферментов пока-
зывает, что связывание NAD+ вызывает существенное смещение
домена, на котором связывается кофермент, и это приводит к
уменьшению объема молекулы. Структурные предпосылки отри-
цательной кооперативности пока не выявлены.

5. Общие замечания относительно дегидрогеназ

Структурные исследования позволили дать ясное и вполне
разумное с химической точки зрения описание стереохимических
и каталитических условий протекания реакции переноса гидрид-
иона. В трех из рассмотренных примеров присутствует кислотно-
основный катализатор, который образует водородную связь с
карбонильной или спиртовой группой субстрата, способствует
его правильной ориентации и стабилизирует переходное состоя-
ние [схема (12.18)].

В

NAD+ H

В5

о
ч

NAD'•+—н' 'Т

в +

I
н

(12.18)

ПС
NADH
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Аналогичная ситуация имеет место и в случае алкогольдегидро-
геназы печени, где роль ВН+ в стабилизации переходного состо-
яния и ориентации субстрата играет либо присоединенная к
цинку молекула воды, либо сам ион Zn2 +.

Следствием направленности образующейся водородной свя-
зи является то, что спирт присоединяется предпочтительно к
основной форме катализатора (В), тогда как альдегид к кислой
(ВН+). Значение рКа основания В в составе тройного комплекса
E.NAD+.RCH2OH уменьшается, а в составе комплекса
E.NADH.RCHO — увеличивается. Это означает, что высвобож-
дающийся при окислении протон не покидает тройного комплек-
са, а захватывается каталитической группой, и наоборот. Вы-
свобождение протона в раствор происходит только при замене
одних молекул субстрата другими [18, 41, 63, 71].

Столь же четкое объяснение получила и природа специфич-
ности дегидрогеназ. Энантиомеры субстратов L-лактат- и
D-глицеральдегид-З-фосфат—дегидрогеназ не могут связываться
продуктивно, гидрофобный карман алкогольдегидрогеназы не
связывает заряженную боковую цепь лактата и т. д. Происходят
ли в процессе катализа конформационные изменения или имеет
место деформация — неизвестно.

Основная кинетическая особенность ЫАО+-зависимых дегид-
рогеназ состоит в том, что NADH обычно связывается более
прочно, чем NAD+. Каковы структурные предпосылки такого
различия — неясно; отметим только, что заряженное никотина-
мидное кольцо более гидрофильно, чем его восстановленная
форма в NADH. Прочное связывание NADH приводит к тому,
что диссоциация комплексов E.NADH является в значительной
мере лимитирующей стадией при насыщающих концентрациях
реагентов и физиологическом рН. Более того, хотя константа
равновесия для реакции окисления в растворе такова, что рав-
новесие сдвинуто в сторону образования NAD+ и спирта, благо-
даря более прочному связыванию NADH константа равновесия
для связанных с ферментом реагентов оказывается не столь
неблагоприятной для образования NADH и альдегида: констан-
та равновесия между двумя тройными комплексами в реакциях
с участием лактатдегидрогеназы близка к единице.

Б. Протеазы

Протеазы удобно классифицировать в соответствии с харак-
тером их активности и природой функциональных групп. Сери-
новые протеазы являются эндопептидазами, имеющими реакци-
онноспособный сериновый остаток, и обладают максимальной
активностью при рН, близких к 7,0. Кислые протеазы представ-
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ляют собой эндопептидазы с реакционноспособными карбок-
сильными группами и обладают максимальной активностью при
низких рН (за исключением химозина, активность которого со-
храняется вплоть до нейтральных рН). Тиоловые протеазы яв-
ляются эндопептидазами, отличающимися от сериновых протеаз
присутствием реакционноспособных цистеиновых остатков. Кар-
боксипептидазы представляют собой цинксодержащие экзо-
пептидазы, специфичные по отношению к определенным С-кон-
цевым остаткам белков и функционирующие при нейтральном
рН. За исключением лейцинаминопептидазы, мол. вес которой
равен 250 000, все перечисленные протеазы представляют собой
небольшие мономерные ферменты с мол. весом от 15 000 до
35 000, легко поддающиеся кинетическим и структурным иссле-
дованиям, в связи с чем относятся к наиболее хорошо изученным
ферментам. Несмотря на то что эти ферменты катализируют
одну и ту же реакцию, механизм каталитического действия
протеаз разных классов различается. Некоторые механизмы
изучены достаточно полно, для них построены химические моде-
ли, другие исследованы лишь в общих чертах.

В данном разделе для описания подцентров связывания ши-
роко используются условные обозначения, введенные Бергером
и Шехтером [уравнение (1.6)]. (Расщепляемая связь пептидно-
го субстрата занимает участок между подцентрами Si и Si,
С-конец субстрата занимает подцентры S{ — S'n, a N-конец —
S, —Sn.)

1. Сериновые протеазы

Эти ферменты уже рассматривались нами в разных разде-
лах. Основной материал распределился следующим образом:
классификация ферментов, их специфичность — гл. 1, разд. В;
структура активного центра, фермент-субстратный комплекс,
ацилфермент и комплекс между ферментом и продуктом — гл. 1,
разд. Г; кинетика-реакций и установление их механизма — гл.7,
разд. Б; рН-зависимость каталитического процесса и состояние
ионизации активного центра — гл. 5, разд. Е и Ж.2.а; использо-
вание энергии связывания для увеличения kcat — гл. 10,
разд. А.4; стабилизация переходного состояния, специфическая
сольватация переходного состояния — гл. 10, разд. В.5.в. В этом
разделе вкратце рассмотрены все перечисленные вопросы.

Катализируемый сериновыми протеазами гидролиз субстра-
тов, эфиров или амидов, сопровождается образованием промежу-
точного ацилфермента в результате ацилирования субстратом
гидроксильной группы Ser-195. В случае амидов образование
ацилфермента при насыщающих концентрациях субстрата явля-
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ется медленной стадией, а гидролиз эфиров часто сопровожда-
ется его накоплением. Атака Ser-195 карбоксильной группы суб-
страта, по всей вероятности, приводит к образованию высоко-
энергетического тетраэдрического промежуточного соединения:

О
II

Е—OH.R—С—X —>

Е—OH + R—СО2Н. (12.19)

Механизм катализа и структура промежуточных соединений,
образующихся в ходе реакций с участием сериновых протеаз,
определены с помощью более прямых экспериментов, чем в
случае любого другого фермента или класса ферментов. Выяс-
нить структуру сериновых протеаз удалось главным образом
благодаря установлению кристаллической структуры сокристал-
лизованных комплексов трипсина и некоторых природных поли-
пептидов-ингибиторов, имитирующих субстраты (гл. 1, разд. Г).
Из этих исследований известно, что активный центр фермента
комплементарен переходному состоянию субстрата, которое
структурно очень близко к тетраэдрическому аддукту остатка
Ser-195 и углеродного атома карбонильной группы субстрата.
Более того, структура фермента при связывании субстрата не
искажается. Исследование связывания небольших пептидов с
помощью ЯМР-спектроскопии показывает, что при связывании
эти пептиды также не деформируются. (Определение кристал-
лической структуры комплекса трипсина с панкреатическим ин-
гибитором трипсина при высоком разрешении ясно показывает,
что реакционноспособная пептидная связь деформируется таким
образом, что ее конфигурация приближается к конфигурации
пептидной связи в тетраэдрическом промежуточном соединении.
Однако, поскольку эта связь уже деформирована до присоеди-
нения к ферменту, «сконструированный» ингибитор связывается
очень прочно, т. е. является аналогом естественного переходного
состояния.)

а. Система с переносом заряда

Долгое время полагали, что основный имидазол остатка
His-57 увеличивает нуклеофильность гидроксильной группы
Ser-195, действуя как общий основный катализатор: активность
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понижается при низких рН в соответствии с изменением состоя-
ния ионизации основания с р/(а£^7, характерным для остатка
гистидина; His-57 модифицируется аффинной меткой — то-
зил-Ь-фенилаланинхлорметилкетоном — с необратимой потерей
ферментативной активности (гл. 7, разд. Ж) [72].

^ 2 ^ (12-20)

Для кристаллографов явилось полной неожиданностью выявле-
ние того факта, что карбоксильная группа Asp-102 также входит
в состав активного центра с образованием каталитической триа-
ды, названной «системой с переносом заряда» [73].

^ (12.2!)
о ^ /

Хотя карбоксильная группа полностью погружена вглубь бел-
ковой глобулы, она окружена полярными остатками и связан-
ными с белком молекулами воды. Было высказано предположе-
ние, что погруженная карбоксильная группа ионизирована в
активном протонированном состоянии фермента; позже это
предположение подтвердилось (гл. 5, разд. Ж.2.е) [74]. Еще
один сюрприз преподнесли исследователям данные, полученные
с помощью ЯМР [75], а затем и с помощью ИК-спектроскопии
[76], которые показали, что группа, ионизующаяся с р/Са ~ 7,
принадлежит погруженному внутрь белковой глобулы аспарта-
ту, а не His-57 (гл. 5, разд. Ж.2). Если эти данные правильны, то
имидазол His-57 остается непротонированным в химотрипсине
вплоть до рН 2, поскольку на графике зависимости активности
от рН не обнаруживается данной стадии ионизации при низких
рН [77].

Как все эти факторы влияют на катализ — неизвестно. Было
высказано предположение, что между Asp-102 и His-57 в ходе
реакции (12.22) происходит перенос протона [75].

(12.22)

Очень интересно было бы заменить каким-нибудь образом
Asp-102 аспарагином и затем определить каталитическую ак-
тивность такого фермента. По мнению автора, при этом значение



СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ОТДЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ 365

рКа His-57 было бы равно б, а константа &Cat уменьшилась в
10 раз (исходя из данных об уменьшении р/(а каталитического

—еГ '"HN^NH-O

н

Н+А"

\ Ш \
ОН Н

Н2А+

— С -HN Is

А"

ОН. |

— С 'НУ NH--O
% \=/ \

О Н
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Рис. 12.4. Ионизированные состояния системы с переносом заряда. А~ — ката-
литически активное состояние. Состояние НгА+ в реакциях с участием химо-
трипсина не наблюдается даже при рН 2. Если состояние, реализующееся при
низком рН, —Н+А~, то погруженный в белок Asp-102 является как раз тем
остатком, который увеличивает основность His-57 и ответствен за напряжение.
Если состояние, реализующееся при низком рН, — НА, то появляется возмож-
ность переноса в процессе катализа протона между Ser-195 и His-57, сопрово-

ждаемое одновременным переносом протона между His-57 и Asp-102.

основания приблизительно на 2 единицы и имея в виду, что
коэффициент Брёнстеда р в случае общего основного катализа
равен ~0,5) [74].

б. Структура и реакционная способность субстрата

Структурные требования, которым должен удовлетворять
субстрат, чтобы обладать реакционной способностью, определя-
ются из данных по измерению &Cat и /См для широкого круга
эфирных субстратов и констант ассоциации для обратимых ин-
гибиторов [78J. Эфиры обладают чрезвычайно высокой реакци-
онной способностью, что налагает ограничение на выбор эфир-
ных субстратов, которые должны гидролизоваться с доступной
для измерения скоростью. Таким образом, эфиры наиболее по-
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лезны для определения стерических требований, предъявляемых
к ацильному фрагменту субстрата. Амиды и пептиды настолько
нереакционноспособны, что использовать можно только произ-
водные специфических субстратов — фенилаланина, тирозина и
триптофана. Теперь эти исследования удается проводить в соче-
тании с рентгеноструктурным анализом.

Таблица 12.2

Структурные требования при деацилировании

ацилхимотрипсинов (RCO2E) (25° С) а )

R—

СНз—
СбН5СН2СН2—
СНЯ(ЫНСОСН3)—
L-C6H5CH2CH (NHCOCH3)—

fecat
для деацили-

рования,

0,01
0,178
0,12

111

*ОН~
для гйдро-

/ лиза
RCO2CH3,
М - ' с " 1

0.19
0,15
2,48
1,94

а) Dupaix A., Bechet J.-J., Roucous С, Biochem. Biophys.
Res. Commun., 41, 464 (1970); Березин И. В., Казанская Н. Ф.,
Клесов A. A., FEBS Letts., 15, 121 (1971); см. табл. 7.3.

/. Стадия деацилирования. В табл. 12.2 приведены данные
по деацилированию различных ацилферментов. Соответствую-
щие данные для аминокислот приведены в табл. 7.3. Наиболь-
шей реакционной способностью обладает производное аце-
тил-Ь-фенилаланина. Как указывалось в гл. 1, в химотрипсине
имеется четко выраженный карман для связывания ароматиче-
ской боковой цепи аминокислоты и центр образования водород-
ной связи (С=О-группа Ser-214) с NH-группой в
СНзСОЫН-фрагменте субстрата (рис. 12.5). При замещении в
ацетилфенилаланине С6Н5СН2- и CH3CONH-rpynn водородом и
образовании простой ацетильной группы скорость деацилирова-
ния уменьшается в 104 раз (правда, десятикратное уменьшение
скорости обусловлено индукционным эффектом CH3CONH-rpyn-
пы, как это видно из значений констант скорости катализируе-
мого гидроксил-ионами гидролиза эфиров; последняя колонка
табл. 12.2). Интересно, что в повышении реакционной способно-
сти участвуют как ароматическое кольцо, так и ациламиногруп-
па (табл. 12.2). Ацетилглицинхимотрипсин деацилируется толь-
ко в 12 раз быстрее ацетилхимотрипсина, и, как видно из значе-
ний констант скорости гидролиза, катализируемого гидроксил-
ионами, это увеличение обусловлено исключительно индукцион-
ным эффектом ациламиногруппы, а не влиянием связывания.
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Аналогичным образом р-фенилпропионилхимотрипсин деацили-
руется только в 17,8 раз быстрее ацетилхимотрипсина. Причина,
по которой за повышение реакционной способности ответственны
как ароматическое кольцо, так и ациламиногруппа, была выяв-
лена с помощью рентгеноструктурного анализа. Как отмечалось
в гл. 1 и будет показано ниже, карбонильный кислород поли-
пептидного субстрата расположен между NH-группами поли-
пептидного остова, принадлежащими Ser-195 и Gly-193. Такой

Рис. 12.5. Некоторые аминокислотные остатки химотрипсина, участвующие в
связывании и катализе.

тип связывания был обнаружен недавно для специфического
ацилфермента карбобензокси-Ь-аланинэластазы [79], однако,
как оказалось, присоединение карбонильного кислорода неспе-
цифического ацилфермента индолилакрилоилхимотрипсина не
приводит в данном случае к продуктивному связыванию [80].
Вместо этого между карбонильным кислородом и каталитиче-
ским атомом азота His-57 молекула воды образует мостик из
водородных связей (рис. 12.6). Для осуществления реакции
карбонильный кислород должен повернуться в сторону центра
образования водородной связи между Ser-195 и Gly-193, а свя-
занная молекула воды должна атаковать карбонильный атом
углерода. Таким образом, присутствие и ациламиногруппы, и
ароматического кольца необходимо для правильной фиксации
карбонильной группы. Если какая-либо из этих фиксирующих
групп отсутствует, то карбонильный кислород оказывается во-
влеченным в непродуктивный тип связывания.
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2. Стадия ацилирования. Как указывалось в гл. 10, запол-
нение подцентров S2, S3, S4 и S6 часто увеличивает &Cat для
гидролиза полипептидных субстратов без уменьшения /См. При-
чина такого явления неизвестна. Энергия связывания с подцент-
ром Si' также используется для увеличения &Cat, а не для по-

Вода

Рис. 12.6. Кристаллическая структура индолилакрилоилхимотрипсина. [Hender-
son R., J. molec. Biol., 54, 341 (1970).] Отметим, что карбонильный кислород
этого неспецифического ацилфермента связан не с NH-группами Ser-195 и
Gly-193, а непродуктивно присоединен к His-57 через водородную связь с мо-
лекулой воды. Установлено, что этот ацилфермент деацилируется в растворе
с такой же скоростью, как и в кристалле (гл. 1). [Rossi G. L., Bernhard S. A.,

J. molec. Biol., 49, 85 (1970).!

вышения прочности связывания. Было высказано предположе-
ние, что это обусловлено наличием невыгодных взаимодействий
между уходящей группой и ферментом, которые уменьшаются
при образовании тетраэдрического промежуточного соединения
(гл. 10, разд. В.5.в) [81]. Возможно, между NH-группами по-
липептидного остова и отрицательно заряженным кислородом
тетраэдрического промежуточного соединения образуются более
прочные водородные связи, чем между указанными группами и
карбонильным кислородом субстрата.
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в. Описание механизма реакции

Кинетические и структурные данные позволяют качественно
описать механизм ащилирования химотрипсина хорошим поли-
пептидным субстратом [81].

В специфическом кармане химотрипсина между атомом во-
дорода N-ациламиногруппы субстрата и карбонильной группой
Ser-214 образуется водородная связь. Все располагающиеся

Ч_/
Рис. 12.7. Ы-ацетил-Ь-триптофаналанинамид, связанный с химотрипсином. Об-
ратите внимание на образование водородных связей между карбонильной
группой субстрата и NH-группами остатков Gly-193 и Ser-195. Гидроксильная
группа Ser-195 поворачивается из верхнего положения, занимаемого ею в

кристалле фермента, в сторону субстрата.

дальше остатки в N-ациламино-фрагменте связываются с до-
ступными подцентрами. Реакционноспособная карбонильная
группа располагается со своим атомом кислорода между
NH-группами Ser-195 и Gly-193 (рис. 12.7). Однако не исключе-
но, что водородная связь между указанным атомом кислорода и
Gly-193 довольно слабая. Уходящая группа помещается в под-
центре Si, «втискиваясь» между ним и боковой цепью Ser-195.
Было высказано предположение, что это заставляет реакцион-
носпособную гидроксильную группу Ser-195 в химотрипсине по-
вернуться и занять примерно такое же положение, какое она
занимает в переходном состоянии. Однако в трипсине эта гид-
роксильная группа, по-видимому, частично повернута указан-
ным выше образом и в отсутствие субстрата. Первой стадией
химического превращения в этой реакции является атака карбо-
нильного атома углерода субстрата гидроксильной группой
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уэ
'Asp 102

Рис. 12.8. Образование тетраэдрического промежуточного соединения. Гидро-
ксильная группа Ser-195 продолжает поворачиваться и образует связь с суб-
стратом. При этом атомы углерода и кислорода карбонильной группы суб-
страта также перемещаются, возможно образуя более прочные водородные

связи с группами полипептидного остова фермента.

N H .M-*-N Слишком
Ч О j тесный

контакт

/Asp 102

Рис. 12.9. Распад тетраэдрического промежуточного соединения, при котором
происходит высвобождение аланинамида и образование ацилфермента. Ала-
нинамид не может остаться связанным с центром связывания уходящей
группы (S l) из-за слишком тесного контакта с карбонильной группой ацил-

фермента.
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Ser-195, завершающаяся образованием тетраэдрического про-
межуточного соединения (рис. 12.8). В ходе этой реакции протон
гидрокскльной группы перемещается на имидазол остатка
His-57 и одновременно протон от другого атома азота этого
кольца может переместиться на карбоксилат Asp-102. По мере
образования связи между Ser-195 и углеродным атомом карбо-
нильной группы связь С = О удлиняется, превращаясь в оди-
нарную. Кислород, несущий отрицательный заряд, приближает-
ся к NH-группе Gly-193, образуя более короткую и более проч-
ную водородную связь. Переходное состояние стабилизируется
относительно комплекса Михаэлиса за счет уменьшения напря-
жения между уходящей группой и боковой цепью Ser-195 и
образования более прочной водородной связи с Gly-193. Распад
переходного состояния приводит к образованию ацилфермента и
выбросу уходящей группы (рис. 12.9). Уходящая группа не
может связываться с подцентром S[ ацилфермента, так как это
приводило бы к слишком сильному сближению аминогруппы и
углеродного атома карбонильной группы. Таким образом, в об-
ратной реакции, т. е. при атаке уходящей группой ацилфермента,
энергия связывания с подцентром S{ реализуется только в
переходном состоянии. Деацилирование происходит при участии
системы с переносом заряда, активирующей атаку молекулы
воды. При этом образуется другое тетраэдрическое промежу-
точное соединение, которое разрушается с высвобождением
Ser-195 и образованием комплекса между ферментом и про-
дуктом.

Примечание. В настоящее время получены прямые данные в
пользу существования тетраэдрического промежуточного соеди-
нения и согласованного переноса протона от Ser-195 на His-57 и
от His-57 на Asp-102 при гидролизе анилидного субстрата, ката-
лизируемого сериновой протеазой; Hunkapiller M. W., Forgac M.
D., Richards J. H., Biochemistry, 15, 5009 (1976).

Несмотря на все эти подробности, многие важные аспекты
механизма ацилирования все еще неясны. Например, мы не зна-
ем, каким образом энергия связывания N-ациламино-фрагмента
субстрата иногда используются для увеличения йСаь а не для
уменьшения /См (табл. 10.1). Нам не известно, какой вклад в
катализ вносит погруженный в белковую глобулу Asp-102, кото-
рый входит в систему с переносом заряда (какой бы была
активность химотрипсина, если бы аспартат был заменен аспа-
рагином).

г. Зимогены

Некоторые сериновые протеазы присутствуют в поджелудоч-
ной железе в виде неактивных предшественников, которые могут
быть переведены в активное состояние путем протеолиза. Так,
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например, трипсиноген превращается в трипсин в результате
отщепления N-концевого гексапептида за счет расщепления эн-
терокиназой связи между Lys-б и Пе-7. Химотрипсиноген акти-
вируется с помощью трипсина, расщепляющего связь между

[Медленная активация, СТд/т° 10+ I

-СООН
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147 148
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\Быстрая активация СТд/Т=30 \

Рис. 12.10. Активация химотрипсиногена. [Miller D. D., Horbett T. A., Tel-
ler D. С., Biochemistry, 10, 4641 (1971).] Т —трипсин, С — химотрипсин,
CTg — химотрипсиноген. При «быстрой» активации количество трипсина до-
статочно для того, чтобы активировать весь зимоген, прежде чем произойдет
накопление химотрипсина в результате автолиза. При медленной активации
небольшая часть трипсина медленно активирует зимоген и образовавшийся
вначале химотрипсин расщепляет остающийся неактивированный зимоген с

образованием неохимотрипсиногена.

Arg-15 и Пе-16. (В этом случае дальнейший протеолиз с по-
мощью химотрипсина, высвобождающегося в процессе актива-
ции, приводит к образованию различных форм этого фермента.)

Механизм активации и причины отсутствия активности у
химотрипсиногена были однозначно определены при сравнении
кристаллической структуры фермента и зимогена [82—84J. Зи-
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моген имеет систему с переносом заряда, которая может нахо-
диться в тех же самых ионизационных состояниях, что и в
ферменте [74, 85]. Однако активность зимогена крайне низка: он
лишен протеолитической активности, а его реакционная способ-
ность по отношению к синтетическим субстратам идентична ре-
акционной способности имидазола, взятого в соответствующей
концентрации [86, 87]. Обусловлено это тем, что в зимогене по
существу не сформирован карман для связывания субстрата и
участвующая в образовании водородной связи NH-rpynna
остатка Gly-193 занимает невыгодное положение по отношению
к субстрату [83]. Этот пример является весьма поучительным.
Для ферментативного процесса важно не просто присутствие в
молекуле фермента высокореакционноспособной каталитической
группы, но и соответствующее расположение субстрата и обыч-
ных каталитических групп.

Конформационное изменение, приводящее к образованию
связывающего кармана и повороту Gly-193, само является ре-
зультатом перемещения остатка Не-16, когда его а-аммонийная
группа образует солевой мостик с погруженной вглубь белковой
молекулы карбоксильной группой Asp-194. Процесс активации
можно моделировать, изменяя рН. При высоком рН аммонийная
группа депротонируется, ионная связь дестабилизируется и
фермент принимает зимоген-подобную конформацию. Разность
энергий этих двух конформаций мала и они находятся в состоя-
нии тонко сбалансированного равновесия [88].

2. Тиоловые протеазы [89—94]

Тиоловые протеазы широко распространены в природе. Фер-
менты, выделенные из растений,— папаин (папайя — дынное
дерево), фицин (фиговое дерево) и бромелаин (ананас)—вхо-
дят в группу структурно гомологичных ферментов. Они не
гомологичны бактериальной тиоловой протеазе клострипаину
(из Clostridium histolyticum) и стрептококковой протеиназе (из
гемолитических стрептококков). Возможно, эти две группы фер-
ментов соотносятся между собой так же, как сериновые протеа-
зы животных и бактерий. Установлено, что у млекопитающих
тиоловые протеазы катепсин В1 и В2 встроены в лизосомы.

а. Папаин [89—92]

Этот фермент образован единственной полипептидной цепью,
состоящей из 212 аминокислотных остатков и имеющей мол. вес
23 406 [95]. Кинетические исследования показали, что активный
центр может связать семь аминокислот — четыре с той стороны
расщепляемой связи, где находится ацильная группа (подцент-
ры S4 — Si), а три — со стороны аминогруппы (Si — S3) [96].
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В отличие от сериновых протеаз, у которых главным специфиче-
ским центром связывания служит подцентр Si, у папаина спе-
цифичностью к гидрофобным аминокислотам обладает подцентр
S2, а за специфичность к изолеицину или триптофану ответствен
подцентр Si [97]. Гидролиз эфиров, а возможно, и пептидов
сопровождается образованием ацилфермента (как и в случае
сериновых протеаз, за исключением того, что ацилируется
Cys-25) [98—101]. График, построенный в координатах {рН;
kcat/Ksi}, представляет собой колоколообразную кривую с мак-
симумом при р Н ~ 6 , что обусловлено ионизацией His-159 и
Cys-25, р/(а которых равен 4,2 и 8,2 соответственно. Обозначим
гистидин через Im, а цистеин — через RSH. При низком рН
неактивна ионная форма RSH.HIm+, тогда как при высоком —
форма RS~.Im. При нейтральном рН каталитически активная
форма представляет собой один из таутомеров — RSH.Im или
RS~.HIm+: исследование рН-зависимости не позволяет разли-
чить два ионных состояния, несущих одинаковый суммарный
заряд («принцип кинетической эквивалентности», гл. 2, разд. Е).
рН-зависимость £cat Д л я деацилирования определяется иониза-
цией основания с р/Са около 4. Возможно, этим основанием
является группа, принадлежащая His-159, поскольку цистеин
блокирован в ацилферменте. Механизм реакции можно пред-
ставить с помощью следующей схемы:

SH

Him*

S—С

Im

HX

/
,О

RCO2H +

SH

1т

Е

Him4

(12.23)

/. Структура активного центра папаина [89, 102—105].
Кристаллографические исследования показывают, что молекула
папаина состоит из двух доменов, разделенных глубокой рас-
щелиной, в которой и происходит связывание субстрата.
Несмотря на то что Cys-25 и His-159 находятся в тесном кон-
такте, они расположены на разных краях расщелины. Довольно
глубокий карман подцентра S2, связывающий гидрофобные
аминокислоты, образован гидрофобными боковыми цепями
Туг-67, Рго-68 и Тгр-69 одного домена и гидрофобными боковы-
ми цепями Phe-207, Ala-160, Val-133 и Val-157— другого.
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В свое время считали, что значение р/Са = 4,2, полученное из
рН-зависимости активности фермента, относится к карбоксиль-
ной группе боковой цепи, поскольку обычно эти группы ионизи-
руются именно в данной области рН. Однако ближайшая к
Cys-25 карбоксильная группа (— Asp-158) находится от этого
остатка на расстоянии 7,5 А [92], т. е. слишком далеко, чтобы
выступать в роли кислотно-основного катализатора, в отличие
от благоприятно расположенного имидазольного кольца His-159.
Низкое значение р/Са гистидина связано в основном с тем, что
этот остаток частично погружен в гидрофобную область белка.
Системы, эквивалентной системе с переносом заряда, у серино-
вых протеаз нет; имидазольное кольцо His-159 не взаимодей-
ствует с погруженной в белковую молекулу карбоксильной
группой.

Природу стереоспецифичности папаина помогает понять по-
строение моделей [105]. Проведенные исследования показали,
что D-аминокислоты не могут поместиться в подцентрах из-за
стерических затруднений, возникающих при их контактировании
с ферментом. Папаин не является экзопептидазой, поскольку
свободная карбоксильная группа субстрата должна находиться
на расстоянии 3—4 А от карбоксильной группы Asp-158 из-за
электростатического отталкивания. Кроме того, указанные ис-
следования позволили предположить наличие механизма де-
формации. В фермент-субстратном комплексе уходящая группа
субстрата, по-видимому, подвергается «давлению» со стороны
а-СШ-группы His-159, однако при образовании тетраэдрическо-
го промежуточного соединения это давление ослабляется.
В пользу указанного предположения говорит тот факт, что ана-
логи субстратов, у которых уходящая группа заменена неболь-
шой по размерам группой, связываются значительно прочнее
аналогов с более крупными остатками [92, 105]. Специфичность
подцентра S2 к большим по размеру гидрофобным остаткам
проявляется в возрастании &Cat, а не в увеличении прочности
связывания. Лоу и Ютавонг [105] предположили, что связыва-
ние подцентром S2 такого остатка, как фенилаланин, приводит
к некоторому увеличению размеров расщелины и к еще большей
деформации активного центра [105]. Раздвижение стенок рас-
щелины было впоследствии обнаружено при исследовании кри-
сталлической структуры фермента, ингибированного хлорметил-
кето-производным М-бензилоксикарбонил-Ь-фенилаланин-Ь-

аланина [104]. Использование этого соединения указывает на
наличие в ферменте центра связывания карбонильного кислоро-
да расщепляемой пептидной связи. В этот центр, как и в случае
сериновых протеаз, входит NH-группа полипептидного остова,
принадлежащая Cys-25; другая водородная связь образуется с
участием ЫН2-группы Gln-19.
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Механизм действия папаина как кислотно-основного катали-
затора точно не известен. Деацилирование ацилфермента,
несомненно, сопровождается катализируемой по механизму
общего основного катализа атакой имидазольного кольца
His-195 молекулой воды, но роль гистидина в реакции ацилиро-
вания до конца не ясна [106, 107]. Установлено, что в простых
химических системах пара основание В —тиол RSH участвует в
реакциях в виде RS~ и ВН+. Случаи катализа атаки тиола по
механизму общего основного катализа не обнаружены. Однако
не известно, чтобы вынужденная близость общего основания
влияла на реакционную способность тиола [106].

Лимитирующей стадией гидролиза амидов и анилидов, по-
видимому, является катализируемый по механизму общего кис-
лотного катализа распад тетраэдрического промежуточного со-
единения [108, 109]. В пользу этого свидетельствуют следующие
данные: а) субстраты, содержащие более основные анилины
(р = —1,04), характеризуются более высокими значениями fecat
и kcatlK/л [108]; это означает, что атом азота в субстрате
протонируется в переходном состоянии (чем сильнее основание,
тем легче протонирование) и б) kat/Км для гидролиза бензо-
ил-Ь-аргининамида в случае субстрата, содержащего в уходя-
щей группе изотоп 14N, на 2,4% выше, чем для субстрата, содер-
жащего изотоп 15N; отношение k^N/k<bN, равное 1,024, близко к
значению, ожидаемому для случая практически полного рас-
щепления связи С—N [109]. (Примечание: то, что лимитирую-
щей стадией является распад промежуточного соединения, не
означает, что это соединение накапливается; просто оно быстрее
превращается в исходные соединения, чем в продукты.)

(Cys-25)—S—С.
//

(His-159)

NHR'

н (12.24)

ПС

3. Карбоксипептидазы [ПО—112]

Панкреатическая карбоксипептидаза А представляет собой
металлофермент с мол. весом 34 472, содержащий один атом
цинка, который связан с единственной полипептидной цепью,
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образованной 307 аминокислотными остатками [113]. Карбок-
сипептидаза А является экзопептидазой и отщепляет аминокис-
лоты от С-конца полипептидных субстратов; она специфична к
большим по размеру гидрофобным аминокислотам типа фени-
лаланина. Очень близкая ей карбоксипептидаза В (гл. 1,
разд. В.З) специфически отщепляет остатки лизина и аргинина.
В структурном отношении эти два фермента почти одинаковы, за
исключением того, что в В-форме имеется остаток аспартата,
который связывает положительно заряженную боковую цепь
субстрата [114]. Приведенный ниже материал относится к кар-
боксипептидазе А, однако все сказанное справедливо для обеих
форм фермента.

а. Структура активного центра карбоксипептидазы А

Кристаллическая структура фермента была установлена с
разрешением 2,0 А [115]. Активный центр представляет собой
небольшую выемку на поверхности фермента, которая ведет к
глубокому карману, образованному алифатическими и полярны-
ми боковыми цепями и участками полипептидной цепи и

он

сн2

Рис. 12.11. Непродуктивный His-1964 HG-COJ-.-Ara 14S с1

комплекс дипептида и кар- \ | 2 м | " | Ч й S,
боксипептидазы А. (С лю- Glu-72 — Zn NH..
безного разрешения Lips- H i s - 6 9 ' / '''О I "'" НО-(Туг-248)

comb W. H.) **Q
(Glu-270)-COj сн. s

H O N

предназначенному для связывания С-концевой аминокислоты.
Лигандами иона цинка, играющего важную роль в катализе,
являются основные боковые цепи остатков Glu-72, His-196 и
His-69. Приблизительно у 20% молекул фермента четвертым
лигандом является атом кислорода фенольной группы Туг-248
[116]. Боковая цепь этого остатка обладает высокой конформа-
ционной подвижностью, что послужило источником разногласий
в вопросе о сходстве структуры этого фермента в растворе и в
кристалле и привело к бурным дискуссиям [116, 117]. Боковая
цепь, содержащая фенольную группу, может поворачиваться
вокруг своей Са—Ср-связи, и примерно 80% электронной плот-
ности этой группы локализовано на той части молекулы, которая



378 ГЛАВА \2

направлена в раствор [116]. В карбоксипептидазе В этот оста-
ток настолько подвижен, что его положение в кристаллической
структуре определить не удается [114].

Модель связывания субстратов карбоксипептидазой А была
построена исходя из данных о структуре комплекса фермента с
глицил-Ь-тирозином, установленной разностным Фурье-методом
с разрешением 2 А (рис. 12.11) [ПО, 115]. Дипептиды гидроли-

он

сн2

His-1964 HC-СОГ--Arg-145 S,

Glu-72 — Zn 2 + NH..
H i s - 6 9 ^ ' ' o j •HO-(Tyr-248)

^C . Рис. 12.12. Предполагаемое свя-
| .' зывание полипептидного суб-

(Glu-270)-CC>2 HCVH S, страта с карбоксипептидазой А
1ц \^О с образованием продуктивного

1 ч р Н о комплекса. (С любезного раз-
R / I 2 решения Lipscomb W. N.)

HN
C=O----Arg-71

сн s4

NH3

зуются очень медленно и связываются в основном непродуктив-
но. Предполагается, что низкая скорость гидролиза обусловлена
тем, что свободная аминогруппа субстрата связывается с кар-
боксильной группой Glu-17 через молекулу воды. Это не позво-
ляет карбоксильной группе играть роль общего основания или
нуклеофила в реакции гидролиза (см. ниже). Для построения
модели продуктивного связывания используются также следую-
щие особенности рассматриваемого комплекса: боковая арома-
тическая цепь связывается в связывающем кармане; С-концевой
карбоксилат-ион образует ионную связь с Arg-145; карбоксиль-
ный кислород расщепляемой связи становится четвертым лиган-
дом иона цинка; фенольный кислород Туг-148 находится на
расстоянии примерно 3 А от расщепляемой связи; боковая цепь
повернута на <~120° относительно положения, занимаемого ею в
свободном ферменте. Используя все эти данные, можно постро-
ить схему расположения полипептидной цепи, представленную
на рис. 12.12.
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б. Механизм реакции
Механизм действия карбоксипептидазы изучен не столь хо-

рошо, как для сериновых и тиоловых протеаз. Роль всех ката-
литических групп однозначно не установлена. Ион цинка, по всей
вероятности, играет роль электрофильного катализатора, поля-
ризуя карбонильную группу и стабилизируя образующийся на
атоме кислорода отрицательный заряд (гл. 2, разд. Б.7) [118].
Характер рН-зависимости скорости реакции позволяет сделать
вывод, что в каталитическом процессе участвует ионизированная
карбоксильная группа Glu-270. График зависимости активности
фермента от рН представляет собой колоколообразную кривую с
максимумом при рН 7,5; положение максимума определяется
ионизацией основной формы группы с рДа = 6 и кислой формы
группы с р/Са = 9,1 в свободном ферменте [119, 120]. Более
низкий р/Са соответствует Glu-270, более высокий пока не отне-
сен ни к какой группе. По всей видимости, гидроксильная группа
Туг-248 выступает в этой реакции в роли общей кислоты [110].
Хотя прямых данных в пользу высказанного предположения нет,
данный остаток, несомненно, важен для проявления пептидаз-
ной активности. Модификация боковой цепи тирозина в резуль-
тате ацетилирования или диазотирования подавляет пептидаз-
ную активность, но усиливает эстеразную активность фермента
[121]. Интересно, что при замещении цинка атомом ртути,
кадмия или свинца эстеразная активность не изменяется, а пеп-
тидазная подавляется [122].

Центральным моментом механизма действия карбоксипепти-
дазы является вопрос о том, в какой роли выступает остаток
Glu-270 — является ли он нуклеофильным катализатором, обра-
зующим смешанный ангидрид с субстратом [схема (12.25)], или
представляет собой общее основание, которое активирует атаку
субстрата молекулой воды [схема (12.26)] [ПО].

н2о
Е—СО2" +'RCONHCH(R')CO2" —» NH2CH(R') COJ + Е—CO2OCR >•

—> Е—СО; + RCO2" + NH2CH(R')CO; (12.25)
Е_СО2" + Н2О + RCONHCH(R')CO2~ —у

—> Е—СО, + RCO2" + NH3

+CH(R')CO2-. (12.26)

Дело в том, что прямых данных слишком мало, чтобы можно
было сделать выбор между этими двумя возможностями. При-
менение методов исследования быстрых реакций (включ-ая им-
пульсное «замораживание» реакции), в которых использовались
физиологические субстраты, никогда не позволяло обнаружить
промежуточный ацилфермент. Совсем недавно были описаны
два эксперимента, результаты которых противоречат друг другу.
Данные опыта, в котором в качестве субстрата использовался
эфирный субстрат — О- (тракс-п-хлорциннамоил) -L-p-фенил-
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лактат — свидетельствовали о наличии двухстадийного меха-
низма, включающего образование в качестве промежуточного
соединения ацилфермента в ходе реакции между коричной кис-
лотой и карбоксильной группой фермента [123].

Н O-CCH2Ph

V/ н

7 н

Поскольку при нормальной температуре промежуточные соеди-
нения обнаружить не удавалось, опыты проводились при темпе-
ратурах до — 60°С. За ходом реакции следили по изменению в
спектре поглощения остатка коричной кислоты (аналогично то-
му, как это делалось в случае фурилакрилоиловой группы; гл. 7).
Спектр этого соединения очень чувствителен к химическому ок-
ружению; он может измениться при образовании фермент-суб-
стратного комплекса, ацилфермента и комплекса фермента с
продуктом, и предсказать природу этих изменений не так-то
просто. При смешивании субстрата с избытком фермента при
повышенных температурах было установлено, что гидролиз суб-
страта представляет собой простой экспоненциальный процесс.
Однако при низких температурах (порядка —40°С) реакция
является двухстадийной. При увеличении температуры констан-
та скорости для второй стадии возрастает быстрее, чем для
первой. Таким образом, при низкой температуре вторая стадия
является более медленной, чем первая, а при высокой — более
быстрой. Было высказано предположение, что на первой стадии
происходит образование ацилфермента, а на второй — его гид-
ролиз. При нормальных температурах скорость деацилирования
относительно высока, поэтому ацилфермент не накапливается;
при низких же температурах скорость становится достаточно
низкой для накопления этого соединения. Однако изменения в
спектре поглощения циннамоильного остатка не удается так
просто связать с какими-либо конкретными химическими или
физическими событиями, как это было, например, в случае
«-нитрофенола, увеличение поглощения которого указывало на
расщепление нитрофенилового эфира. Не исключено, что изме-
нения в спектре поглощения обусловлены индуцируемыми суб-
стратом конформационными изменениями в ферменте. В связи с
этим понадобились дополнительные доказательства в пользу
образования ковалентного промежуточного соединения. При
—58°С, когда ацилфермент стабилен, к ферменту был добавлен
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прочно связывающийся конкурентный ингибитор L-бензилсук-
цинат. Этот ингибитор не вытеснял из фермента циннамоильный
остаток, указывая на то, что последний связан ковалентно.
Имеются данные, что это ковалентное промежуточное соедине-
ние является ангидридом кислоты: при частичной денатурации
ацилфермента мочевиной происходит деацилирование с кон-
стантой скорости, отвечающей гидролизу ангидрида кислоты.

Результаты другого недавно проведенного эксперимента, в
котором исследовался изотопный обмен [124], свидетельствова-
ли против образования ацилфермента. Если гидролиз протекает
по схеме (12.25) (с образованием ангидрида), то для синтеза
пептида в ходе обратной реакции необходимо предварительное
образование ангидрида из фермента и RCOJ. Следовательно,
фермент должен обладать способностью катализировать обмен
18О между субстратом и водой [схема (12.27)]. Однако без

RC18O2+E—COJ ~Y Е—CO2

18OCR т — RCO18CT + Е—COJ

н2'«о н 2 о ( 1 2 2 7 )

добавления свободной аминокислоты Ы Н З С Н ( Д ' ) С О Г обмена не
происходит, он имеет место лишь в ее присутствии в результате
синтеза пептида в ходе обратной реакции. Обмен не стимулиру-
ется аналогом указанной кислотыHOCH(R')CO2. Все эти дан-
ные исключают возможность протекания реакции через образо-
вание ангидрида, если только не предположить, что добавляе-
мая аминокислота (но не ее гидроксилсодержащий аналог)
является активатором реакции обмена или высвобождающаяся
в ходе реакции (12.27) Нг8О не обменивается со средой, оста-
ваясь связанной с ферментом. Все сказанное выше вместе с
данными о том, что метанол не может заменить воду в реакции
сольватации, привели к механизму, представленному на стр. 382
[124].

Этот механизм объясняет неспособность метанола заменить
воду, поскольку промежуточное соединение III имеет два отри-
цательно заряженных атома кислорода. Гидроксильная группа
Туг-248, вероятно, выступает в роли «мостика» при переносе
протона от гидроксильной группы тетраэдрического промежу-
точного соединения II на атом азота.

Возможно, результаты описанных экспериментов и не проти-
воречат друг другу. Имея в виду упоминавшиеся ранее данные
о том, что химическая модификация фермента или вытеснение
иона металла по-разному сказываются на активности эстеразы
и пептидазы, можно предположить, что гидролиз эфира корич-
ной кислоты протекает через образование ацилфермента, тогда



382 ГЛАВА 12

О"

R—С—NHCH(R')CO2 • R—С—NHCH(R')CO2

Н (Tyr-248?)

О " ОН

(Glu-270)—С. (Glu-270)—Сч (12.28)

?n iv 4 n III

6" 6"
R—С +NH2CH(R')COT < R-C—NH;CH(R')CO2

О О" НО

(Tyr-248?)-

как гидролиз пептидов — по механизму общего основного ката-
лиза, в котором роль катализатора выполняет остаток Glu-270.

в. Зимоген

Прокарбоксипептидаза А активируется при отщеплении с
помощью трипсина около 64 аминокислотных остатков с N-конца
полипептидной цепи [125]. Этот зимоген обладает довольно
высокой каталитической активностью. Проявляя способность
гидролизовать небольшие эфиры и пептиды [126, 127], прокар-
боксипептидаза отщепляет от лизоцима С-концевой лейцин
только в семь раз медленнее, чем карбоксипептидаза. Зимоген
гидролизует также бензоил-Gly-L-Phe с ACat = 3 c - 1 и Км =
= 2,7 мМ (соответствующие величины для фермента равны
120 с"1 и 1,9 мМ) [126]. В отличие от химотрипсина в прокар-
боксипептидазе, несомненно, имеется центр связывания и ката-
литический аппарат практически полностью сформирован.

4. Кислые протеазы [128—130]

Кислые протеазы названы так потому, что функционируют
при низком рН. Наиболее известный представитель этой груп-
пы — пепсин, первый из ферментов, получивший наименование
(Шванн, 1825 г.). К этой же группе относятся химозин (реннин),
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катепсин D, Rhizopus-пепсш (выделенный из Rhizopus
chinensis) и пенициллопепсин (выделенный из Penicillium
janthinellum). Гомологичны между собой пепсин, химозин и
пенициллопепсин [131, 132]. Определена структура нескольких
ферментов, но лишь при низком разрешении [133, 134]. Правда,
недавно структура пепсина уточнена с разрешением 2,7 А
[135], а структура пенициллопепсина [136] — с разрешением
2,8 А. О механизме действия пепсина и пенициллопепсина из-
вестно гораздо меньше, чем о механизме действия любой дру-
гой кислой протеазы; нет даже никакой простой химической
модели, которая могла бы служить руководством при исследо-
вании. Рассмотренные ниже данные относятся к обоим фер-
ментам, близким по структуре и по своим кинетическим свой-
ствам.

а. Пепсин

Пепсин, мол. вес которого равен 34 644, состоит из един-
ственной полипептидной цепи, содержащей 327 аминокислотных
остатков [137, 138]. Ser-68 фосфорилирован, однако удаление
фосфата не приводит к существенным изменениям каталитиче-
ских свойств фермента [139]. Как и у других кислых протеаз,
активный центр пепсина занимает обширную область, в которую
может поместиться по крайней мере четыре-пять, а возможно, и
до семи остатков молекулы субстрата [140, 141]. Наиболее
благоприятной для функционирования пепсина является такая
ситуация, когда по обе стороны от расщепляемой связи нахо-
дятся гидрофобные аминокислоты. Статистический анализ про-
цесса расщепления связей в белках показывает, что подцентр
Si специфичен к лейцину, фенилаланину, триптофану и глутама-
ту (!), а подцентр Si — к триптофану, тирозину, изолейцину и
фенилаланину [141]. Пепсин, как правило, негидролизует эфи-
ры; исключение составляют эфиры L-p-фенилмолочной кислоты
и некоторые эфиры сернистой кислоты.

1. Механизм действия пепсина. Пепсин имеет два катали-
тически активных остатка — Asp-32 и Asp-215. Их ионизацию
можно исследовать, воспользовавшись рН-зависимостью актив-
ности фермента, оптимум которой находится при рН 2—3 и
определяется ионизацией кислой формы группы с рКя ~ 4,5 и
основной формы группы с р/Са — 1,1 [142, 143]. Значения рКа
идентифицированы с помощью опытов по связыванию необрати-
мых ингибиторов, способных специфически взаимодействовать с
ионизированными или неионизированными карбоксильными
группами. Диазосоединения типа метилового эфира N-диазоа-
цетил-Ь-фенилаланина, взаимодействующие с неионизирован-
ными карбоксильными группами, специфически реагируют с
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Asp-215 вплоть до рН ~ 5 [уравнение (12.29)] [144—146]:

(Asp-215)—CO2H + N2CHCONHCH(Ph)CO2Me — •

— > (Asp-215)—CO2CH2CONHCH(Ph)CO2Me + N». (12.29)

Эпоксиды, специфически реагирующие с ионизируемыми кар-
боксильными группами, модифицируют Asp-32 [уравнение
(12.30)]. рН-зависимость скорости модификации показывает,
что рКа этого остатка менее 3 [147].

(Asp-32)—СО," + СН2—CHR — • (Asp-32)—CO2CH2CHR. (12.30)

\ / 1
О ОН

Исследование кристаллической структуры фермента при вы-
соком разрешении показывает, что карбоксильные группы двух
указанных остатков аспарагиновой кислоты связаны друг с
другом водородной связью [145, 146]. Аналогичная картина
имеет место при ионизации малеиновой кислоты, имеющей рКа

1,9 и 6,2:
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оЛюбой предлагаемый механизм действия пепсина должен

объяснять тот факт, что во время реакции образуется как ами-
«офермент, так и ацилфермент. Впервые предположение об об-
разовании аминофермента было высказано около 20 лет назад,
когда выяснилось, что пепсин катализирует не только гидролиз,
но и транспептидацию [148]. При гидролизе Cbz-Glu-Tyr
образуются такие соединения, как Cbz-Glu-Tyr-Tyr и Туг-Туг.
Проще всего объяснить этот факт, предположив, что происходит
образование аминофермента Е—NHR и что это приводит к пе-
реносу аминогруппы на свободную карбоксильную группу при
синтезе нового пептида. Данная гипотеза подтверждается ре-
зультатами недавно проведенных экспериментов по определе-
нию соотношения между продуктами, в которых один амино-
фермент мог образоваться из нескольких субстратов [схема
(12.32)] [149—150]. (Далее мы всюду через NH-Tyr будем
обозначать тирозин, связанный с другим остатком через
NH-rpynny, а через Leu-CO — лейцин, связанный через карбок-
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сильную группу.
Е—ОН + RCO—(NH-Tyr) — >

R'CO2H

Е—ОН + R'CO— (NH-Tyr)
Е—(NH-Tyr) — н2о (12.32)

Е—ОН + NH2-Tyr
R'CO2H

Предположение об образовании ацилфермента как проме-
жуточного соединения было высказано в 1962 г., когда выясни-
лось, что пепсин катализирует обмен 18О между Нг18О и карбок-
сильными группами Cbz-L-Phe и Cbz-L-Tyr. Эта гипотеза, как
правило, не рассматривалась всерьез до тех пор, пока не было
показано, что при гидролизе Leu-Tyr-Leu образуется Leu-Leu,
что может быть обусловлено следующим переносом ацильной
группы [152, 153]:

, » Leu-Tyr-Leu

Е—ОН + Leu-Tyr-Leu — > (Leu-CO)—О—Е »-

—у Leu-Leu-Tyr-Leu + Е—ОН (12.33)

Leu-Leu + Tyr-Leu

Этот эксперимент был повторен с использованием субстрата с
двойной меткой [14С] Leu-Туг- [3Н] Leu, чтобы показать, что в
ходе реакции происходит одновременный перенос амино- и
ацильной групп. Было установлено, что образуется как
13Н] Leu-[3H] Leu, так и [14C]Leu-[14C]Leu [154]. Продукт, ме-

ченный 14С (его в три-четыре раза больше), образуется в ре-
зультате переноса ацильной группы, а продукт, меченный 3 Н, —
из [14С] Leu-Туг- [3Н] Leu- [3H] Leu, который образуется из ами-
нофермента согласно схеме (12.32).

Следует иметь в виду, что прямых данных в пользу суще-
ствования промежуточных соединений с ковалентными связями
нет. Возможно, аминогруппа в аминоферменте связана не кова-
лентно, а просто «активирована». Перенос ацильной группы в
ходе реакции (12.33) может происходить и путем прямой атаки
Leu-Tyr-Leu связанного с ферментом Leu-Tyr-Leu. Кроме того,
исследования ферментативной реакции в предстационарных ус-
ловиях не выявили ни одного промежуточного соединения.
Если они и образуются, то не накапливаются.

Прежде чем попытаться делать какие-то предположения о
механизме реакции, обсудим следующий момент. Если бы обра-
зовался аминофермент, в котором аминогруппа связана в фер-
менте амидной связью с одной из карбоксильных групп, то при
гидролизе в воде, обогащенной Н 2

1 8 О, изотоп 18О должен был
бы включаться в фермент:

Н 2 "О

Е—(Asp-СО)—NHR > Е—(Asp-CO18OH). (12.34)
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Однако по данным, полученным в лаборатории В. К. Антонова,
при гидролизе в воде, на 40% обогащенной Н2

1 8О, включения 18О
в фермент не происходит. По окончании катализируемого гид-
ролиза AcPhe-TyrOEt фермент выделяли с помощью гель-фильт-
рации и две его каталитические карбоксильные группы по от-
дельности блокировали с помощью реакций (12.29) и (12.30).
При гидролизе двух образующихся эфиров в конечных продук-
тах— HO-CH2CONHCH(Ph)CO2H и НО—CH 2CH(OH)R—
18О не обнаружено. Либо эта аминокислота связана с
аминоферментом нековалентно, либо, возможно, справедлив
следующий предложенный В. К. Антоновым механизм [155]:

С О—С—О"О" С

§ А
R' Ч

II

II

O-/ (12.35)

он i H он Ъ

ОН NHR' i
IV III

If
JO JO

—cy + R C O 2 H *=± - £ . '

1 I

/ О Н / О +NH2R'
—С —С

^ ' \
VI



СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ОТДЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ 387

Согласно этому механизму, транспептидация путем переноса
аминогруппы осуществляется просто обращением стадии, веду-
щей от IV к V. Однако для переноса ацильной группы необхо-
димо, чтобы соединение III могло распадаться с отщеплением
R'NH2 и образованием ацилфермента [(Asp-32) —
—CO2COR :(Asp-215)—СО2Н]. Не исключено, что возможность
распада соединения III с высвобождением либо R'NH2, либо
RCO2H объясняет те необычные результаты, которые были по-
лучены в экспериментах по определению соотношения между
продуктами, в ходе которых изучали превращения серии суб-
стратов, протекающие с образованием общего аминофермента,
Е-Тгр, в присутствии акцептора — AcPhe [156]. Соотношение
между AcPheTrp и Тгр, образующимися при гидролизе серии
пептидов XPheTrp в присутствии AcPhe, изменяется в зависимо-
сти от природы X (X = AcGly и т. д.). Обычно этот факт
рассматривается как довод против образования общего проме-
жуточного соединения (гл. 7, разд. Б.2.6). Однако относитель-
ные скорости отщепления R'NH2 (например, Тгр) и RCO2H (на-
пример, XPhe) должны зависеть от природы фрагмента RCO2H,
и, следовательно, доля образующегося аминофермента будет
изменяться. Таким образом, соотношение между продуктами
реакции в случае механизма (12.35) не должно быть постоян-
ным.

Рассмотренный механизм значительно сложнее, чем в случае
других протеаз. Тем не менее все его стадии вполне приемлемы с
точки зрения химии, хотя подобных аналогий в простых хими-
ческих системах не обнаружено.

2. Зимоген. Пепсин образуется из пепсиногена при отщеп-
лении от N-конца 44 аминокислотных остатков. При нейтральном
рН зимоген устойчив, а при рН < 5 быстро и самопроизвольно
активируется. Активация осуществляется либо в процессе, ката-
лизируемом пепсином, либо с помощью внутримолекулярного
катализа. Имеется много данных, свидетельствующих о том, что
пепсиноген самоактивируется в ходе мономолекулярного про-
цесса, при котором активный центр расщепляет свою собствен-
ную полипептидную цепь с N-конца [157—163]. Пожалуй, на-
иболее изящным образом это было продемонстрировано при
автоактивации пепсиногена, ковалентно присоединенного к се-
фарозе [159]. Молекулы зимогена иммобилизованы и не могут
контактировать друг с другом. Тем не менее при рН 2 пепсиноген
самопроизвольно активируется. Между двумя путями активации
существует конкуренция: бимолекулярная активация преобла-
дает при более высоких концентрациях зимогена и при рН выше
2,5, а внутримолекулярная — при низком рН. Результатом са-
мопроизвольной активации чистого зимогена является то, что
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большинство молекул пепсиногена становится активным уже
через 10 с после смешивания с соляной кислотой в желудке.

В. Рибонуклеаза [164, 165]

Панкреатическая рибонуклеаза гидролизует РНК в ходе
двухстадийного процесса, при котором в качестве промежуточ-
ного соединения образуется циклический фосфат:

RO л НО О

У
он оГ% °\?И

„ ) ( Jh^ /~\ (12.36)

АН ^
ROH

Циклизация обычно протекает значительно быстрее, чем после-
дующий гидролиз, поэтому промежуточное соединение можно
легко выделить. Молекула ДНК рибонуклеазой не гидролизует-
ся, поскольку у нее отсутствует 2'-гидроксильная группа. Фер-
мент высокоспецифичен по отношению к основанию, находяще-
муся на З'-конце: это основание должно быть пиримидином —
урацилом или цитозином.

Рибонуклеаза имеет мол. вес 13 680 и образована единствен-
ной полипептидной цепью, содержащей 124 аминокислотных
остатка [166, 167]. Связь между А1а-20 и Ser-21 может расщеп-
ляться субтилизином. Интересно отметить, что при этом пептид
остается связанным с остальной частью мочекулы с помощью
нековалентных связей. Модифицированный белок, названный
рибонуклеазой S, и нативный белок, называемый сейчас рибо-
нуклеазой А, обладают одинаковой каталитической активно-
стью. Благодаря своим небольшим размерам, простоте выделе-
ния и стабильности рибонуклеаза очень удобна для физических
и химических исследований. Она была первым ферментом, для
которого удалось определить аминокислотную последователь-
ность [166]. Кристаллическая структура обеих форм фермента
была установлена с разрешением 2,0 А [168, 169]. Поскольку
каталитическая активность рибонуклеазы зависит от состояния
ионизации двух остатков гистидина, фермент всесторонне ис-
следовался с помощью ЯМР — очень ценного метода для ана-
лиза свойств имидазольного кольца гистидина (гл. 5,
разд. Ж-2.а).
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Химический механизм действия рибонуклеазы в том виде, в
каком его себе сейчас представляют, был построен из общих
соображений еще до установления кристаллической структуры
фермента [170]. Известно, что график зависимости активности
фермента от рН представляет собой колоколообразную кривую с
максимумом при рН ~ 7. рН-зависимость kat/Kn показывает, что
скорость гидролиза зависит от состояния ионизации в свободном
ферменте основания с р/Са = 5,22 и кислоты с рКа = 6,78, в то
время как из рН-зависимости ftcat следует, что в фермент-
субстратном комплексе эти значения рКл изменяются до 6,3 и
8,1. Было высказано предположение, что реакция катализирует-
ся по механизму общего кислотно-оснбвного катализа с участи-
ем двух остатков гистидина, как выяснилось позднее,— His-12 и
His-119:

(His-119)

(12.37)

( 1 2 ' 3 8 )

На стадии циклизации His-12 выступает в роли общего основ-
ного катализатора, a His-119 — в роли общей кислоты, которая
протонирует уходящую группу. На стадии гидролиза His-12 и
His-119 меняются ролями; His-119 активирует атаку воды по
механизму общего основного катализа, a His-12 является кис-
лотным катализатором, протонирующим уходящую группу. Та-
кая обратимость вполне логична. Реакция (12.38) по существу
является реакцией, обратной (12.37), за исключением того, что
ROH заменено на НОН. Исходя из принципа детального равно-
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весия, можно ожидать, что группа, выступающая в прямой
реакции в роли общей кислоты, в обратной реакции будет играть
роль общего основания.

1. Структура фермента и фермент-субстратного
комплекса [164, 171]

В рибонуклеазе имеется четко выраженная расщелина для
связывания субстрата. В этой расщелине располагаются His-12,
His-119 и боковые цепи остатков Lys-7, Lys-41 и Lys-66. Струк-
тура фермент-субстратного комплекса на стадии циклизации
была построена исходя из данных кристаллографических иссле-
дований структуры комплекса фермента с аналогом субстрата
UpcA (12.39), представляющим собой фосфонатный аналог
UpA.

нгосн

(12.39)NH,

НО ОН

Это очень близкий аналог, отличающийся от субстрата только
тем, что атом кислорода замещен в нем —СН2-группой, так что
структура его комплекса с рибонуклеазой близка к структуре
продуктивного фермент-субстратного комплекса. Установлено,
что His-119 располагается на расстоянии длины водородной
связи от уходящей группы, a His-12— на расстоянии длины
водородной связи от 2'-ОН-группы рибозы пиримидина. Ни одна
из боковых цепей лизина не вступает в прямой контакт с суб-
стратом, однако они, по-видимому, имеют важное значение для
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катализа, поскольку а) при их ацетилировании фермент теряет
свою активность и б) остатки лизина находятся в положениях 7,
41 и 66 во всех 20 (или около того) рибонуклеазах этого класса,
для которых установлена аминокислотная последовательность
[172]. Возможно, положительные заряды этих боковых цепей

стабилизируют промежуточное соединение, содержащее пяти-
валентный атом фосфора, которое образуется, когда гидро-
ксильная группа атакует фосфат. Значения р/Са для His-12 и
His-119, измеренные с помощью ЯМР при 40°С, оказались рав-
ными 5,8 и 6,2 соответственно [173]. При физиологическом рН
значительная часть гистидиновых остатков находится в таком
состоянии ионизации, при котором возможен общий кислотно-
основный катализ [схема (12.37)].

Показательным примером специфичности по принципу замка
и ключа может служить связывание пиримидина с активным
центром [171]. Водородные связи с -гидроксильными группами
Ser-123 и Thr-45 и NH-группой, принадлежащей Thr-45, могут
образовывать как урацил, так и цитозин [схема (12.40)]. Свя-
зывание производных аденозина, имеющих больший размер,
приводит к смещению фосфата относительно гистидиновых
остатков.

(Thr-45) |1 ^ ^ |(Thr-45)

Х„ 'н o-

JO >Ч
(Ser-123)' (Ser-ШГ Н

2. Стереохимия реакции замещения

(12.40)

Нуклеофильное замещение у атома фосфора в реакции этого
типа протекает как реакция присоединения—отщепления, в
которой образуется промежуточное соединение, содержащее
пятивалентный атом фосфора. Упомянутая реакция может осу-
ществляться двумя путями: по механизму (12.41), когда атаку-
ющий нуклеофил присоединяется со стороны, противоположной
уходящей группе (in-line mechanism), или по механизму (12.42),
когда нуклеофил подходит со стороны уходящей группы
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(adjacent mechanism) [174, 175]. В последнем случае реакция
имеет еще одну стадию.

R ° ^ ' f - ° R ' — RO-.P-OR' — RO-pf + R 4 r ( 1 2 4 1 )

но I н о ' i
° О" О

Ho'pOR

OR'

НО—Р—OR

o'V
(12.42)

Для тригонального бипирамидального атома фосфора должен
наблюдаться поворот заместителей, что обусловлено перемеще-
нием уходящей группы в аксиальное положение [схема (12.43)].
Эта перегруппировка является следствием детального равнове-
сия: нуклеофил атакует по аксиальному положению и, следова-
тельно, уходящая группа должна покинуть это положение
(поскольку в ходе обратной реакции она должна атаковать по
аксиальному положению).

Экваториальное

НО-7Р\

OR'
Аксиальное

OR
Аксиальное

ОН
Экваториальное

(12.43)

Исследование фермент-субстратного комплекса позволило
высказать предположение о наличии механизма (12.41), которое
получило подтверждение в ходе весьма элегантных химических
экспериментов с использованием оптически активного субстрата
уридин-2'-3'-циклофосфотиоата [ 176— 178]:

•нош

Атака
механизWj/(12.40°\ | °

р*
ч

Расщепляемая
связь

(12.44)

Атака по механизму (12.42)
О
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Это соединение было получено в кристаллическом виде, а его
структура и абсолютная стереохимическая конфигурация уста-
новлена с помощью рентгеноструктурного анализа. При инкуба-
ции с рибонуклеазой в смеси метанол/вода образовывался ме-
тиловый эфир по механизму, обратному схеме (12.37). Это со-
единение было также закристаллизовано, а его абсолютная
стереохимическая конфигурация установлена методом рентгено-
структурного анализа [см. схему (12.45)].

носн

МеО:-
Н

НОСН

О
\

s'

о
р

N
О МеО

(12.45)

Метиловый эфир образуется по механизму (12.41). При инкуба-
ции его в водном растворе с рибонуклеазой образуется исходный
циклофосфотиоат (12.44), что согласуется с принципом деталь-
ного равновесия, поскольку прямая и обратная реакции должны
протекать через одно и то же переходное состояние. Но это
прямо показывает, что стадия циклизации сопровождается ата-
кой по механизму (12.41): атака гидроксила рибозы по меха-
низму (12.42) при циклизации метилового эфира в реакции
(12.45) должна была бы дать энантиомер циклофосфотиоата.

НОСН

Атака по механизму (12.41)

О-Н (12.46)

Атака по механизму (12.42)
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Г. Стафилококковая нуклеаза [179, 180]

Стафилококковая нуклеаза является фосфодиэстеразой, рас-
щепляющей ДНК и РНК с образованием З'-фосфомононуклео-
зидов.

НОСН2

• R'OPOf +

(ОН) 2-О3РО (ОН)

(12.47)

Фермент имеет мол. вес 16 900 и образован единственной поли-
пептидной цепью, содержащей 149 аминокислотных остатков.
Структура стафилококковой нуклеазы и его комплекса с тими-
дин-3',5'-дифосфатом была установлена с разрешением 2,0 А
[181, 182], и, несмотря на это, механизм действия фермента не
известен. Вспомнив об успехах, достигнутых при исследовании
рибонуклеазы, и имея в виду все вышесказанное о стафилокок-
ковой нуклеазе, можно сделать вывод, что определение струк-
туры фермента не означает, что мы автоматически устанавлива-
ем механизм его действия. И тем не менее данные о кристалли-
ческой структуре послужили основой при выяснении механизма
действия рассматриваемого фермента.

5'-фосфатная группа тимидин-3',5'-дифосфата в комплексе
фермента с ингибитором занимает, по-видимому, центр связы-
вания фосфата диэфирного субстрата. Эта группа связана водо-
родными связями с положительно заряженными боковыми це-
пями Arg-35 и Arg-87, что облегчает атаку нуклеофилом. Однако
вблизи расщепляемой связи не обнаружено никаких кислотно-
основных боковых цепей, хотя на расстоянии ~ 5 А от фосфатной
группы находится ион кальция, связанный с карбоксилатными
группами Asp-21, Asp-40 и Glu-43. Известно, что ионы кальция
имеют важное значение для активности фермента. Возможно, в
реакции принимают участие связанные с металлом нуклеофиль-
ные гидроксил-ионы [схема (12.48)] [183, 184],
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(Arg-35)
NH, / н (Arg-87)

' Н. V _.HNH

(12.48)

HN H

Это предположение подтверждается в какой-то мере тем фак-
том, что между ионом кальция и фосфатной группой имеется
некоторая электронная плотность, как видно на карте кристал-
лической структуры; кроме того, рН-оптимум ферментативной
активности весьма высок (график рН-зависимости kcat/Kn
представляет собой колоколообразную кривую, положение мак-
симума которой определяется значениями р/Са 8,4 и 9,2) [186].
Все приведенные соображения носят сугубо предположитель-
ный характер. Необходимо, кроме того, обратить внимание на
следующее обстоятельство: с комплексом между ферментом и
ингибитором связано два иона кальция [186], но в кристалличе-
ской структуре виден только один.

Д. Лизоцим [187—189]

Лизоцим яичного белка — это небольшой фермент с
мол. весом 14 500, состоящий из 129 аминокислотных остатков.
О лизоциме говорилось в конце гл. 1; отмечалось, что пионерские
работы по установлению кристаллической структуры этого фер-
мента стимулировали исследования ферментов в растворе. Ме-
ханизм действия лизоцима был построен исходя из данных о
структуре активного центра с привлечением идей физической
органической химии [190, 191]. Механизм основан на следующих
положениях. Молекула лизоцима имеет шесть подцентров для
связывания глюкопиранозных колец субстрата — А, В, С, D, Е и
F; расщепляемая связь располагается между подцентрами D и Е
поблизости от карбоксильных групп Glu-35 и Asp-52; это позво-
ляет предположить, что реакция протекает через образование
промежуточного карбоний-иона (точнее карбоксоний-иона), ко-
торый стабилизируется ионизированной карбоксильной группой
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остатка Asp-52. Высвобождение спирта катализируется по ме-
ханизму общего кислотного катализа неионизированной кар-
боксильной группой Glu-35. Кроме того, как обсуждалось в
гл. 10 (разд. А.5.6 и В.5.в), при связывании с подцентром D
кольцо сахара принимает свойственную карбоний-иону конфор-
мацию «софы»; для небольших полисахаридов деформации на
участке D не происходит вследствие связывания их с центрами
ABC. Рассмотрим, каким образом все эти положения (за ис-
ключением, пожалуй, роли деформации при связывании с под-
центром D) были проверены экспериментально. (Конформация
глюкопиранозного кольца, связанного с подцентром D, вначале
была названа конформацией «полукресла», однако точнее назы-
вать ее «софой» [192].)

NHAc -O2C-(Asp-52)

сн,он

"О2С—(Glu-35)
HOR'

~О2С—(Asp-52)
NHAe

{12.49)

1. Карбоний-ион

Механизм с участием карбоний-иона реализуется путем пря-
мой атаки субстрата водой или путем нуклеофильной атаки
остатком Asp-52 углеродного атома С-1 с образованием проме-
жуточного соединения, которое по своей природе является эфи-
ром. Простая реакция замещения исключается, поскольку про-
текает с сохранением конфигурации (гл. 7, разд. В.З) [193—
195]. Образование карбоний-иона, т. е. выполнение механизма
SNI, подтверждается данными о вторичных изотопных эффектах
в опытах с использованием субстратов, меченных в положении
С-1 дейтерием или тритием [196, 197]. Так, например, kHlkD для
соединений, представленных на схеме (12.50), составляет 1,11, в
то время как для реакции с образованием карбоний-иона эта
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величина равна 1,14, а для реакции бимолекулярного замеще-
ния (SN2) В простых химических моделях — 1,03.

сн,он

но

сн,он

ОРИ

но

он он (12.50)

2. Электростатический и общий кислотный катализ

рН-зависимость kca\IKm показывает, что скорость реакции,
катализируемой лизоцимом, определяется состоянием ионизации
кислоты с р/Са ~ 6 и основания с рКа ~ 4 в свободном ферменте
[198]. Остаток Asp-52 можно специфически блокировать по-
средством этерификации его триэтоксонийфторборатом (реак-
ция, протекающая лишь при наличии ионизированной карбок-
сильной группы). Различие в кривых титрования для модифи-
цированного и нативного белка показывает, что значение
рАа Asp-52 равно 4,5, тогда как для Glu-35 оно составляет 5,9
[199]. Таким образом,*" скорость реакции зависит от состояния
ионизации этих двух остатков в соответствии с рассмотренным
выше механизмом действия лизоцима.

Результаты, полученные при исследовании обратной реакции,
указывают на наличие механизма общего кислотного катализа с
участием Glu-35. Установлено, что скорость реакции спиртов с
карбоний-ионом фактически не зависит от их р/Са. Этот факт
позволяет предположить, что имеет место катализируемая по
механизму общего основного катализа атака карбоний-иона
спиртом, и, следовательно, согласно принципу детального рав-
новесия, высвобождение алкоголят-иона из гликозида ускоряет-
ся по механизму общего кислотного катализа [200].

Описывая впервые механизм действия лизоцима, Верной
[191] подчеркивал, что наиболее важным фактором катализа
является электростатическая стабилизация карбоксоний-иона
остатком Asp-52. Проведенные недавно теоретические исследо-
вания, в которых впервые принималась во внимание диэлектри-
ческая постоянная белка, свидетельствуют о том, что в резуль-
тате электростатической стабилизации энергия активации для
стадии химического превращения, характеризующейся констан-
той kCat, уменьшается на 37,6 кДж-моль-1 (9 ккал-моль-1)
[201J. Этот вывод получил экспериментальное подтверждение
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Такое сильное уменьшение энергии активации показывает, что
химическое превращение карбоксильной группы Asp-52 в
—СНгОН-группу приводит к потере ферментативной активности
[202].

3. Энергии связывания с подцентрами

Первоначально предполагалось, что нековалентные взаимо-
действия между ферментом и сахарным кольцом на подцентре D
приводят к тому, что сахар переходит в конформацию «софы»,
свойственную карбоний-иону. Предпринимались попытки оце-
нить энергию связывания с этим подцентром путем выделения
соответствующей составляющей из суммарной энергии связыва-
ния, полученной из кинетических данных и экспериментов по
связыванию [187, 189]. Некоторые результаты этих исследова-
ний представлены в табл. 12.3. Хотя приведенные значения не

Таблица 12.3

Энергия связывания различных остатков
с подцентрами лизоцима яичного белка

Подцентр

А
В

С
D

Е
F

а> NAG=
вая кислота.

Связываемый
остаток а '

NAQ
»

NAM
NAG
NAM
NAG

»
»

Эыергия связывания

кДж-моль"1

- 8
— 12
- 1 6
- 2 0
+ 12

0
— 16

—8

ккал.моль '

2
- 3
—4
- 5
+3

0
—4

о

Ч-ацетилглюкозамин, ХАМ=№ацетилмурамо-

отличаются высокой точностью, ясно, что взаимодействие NAM
с подцентром D сопровождается их взаимным отталкиванием.
Кроме того, поскольку установлено, что (NAQ)4 связывается
примерно одинаково с подцентрами А, В, С и А, В, С, D,
никакого выигрыша в энергии при связывании NAG с подцент-
ром D нет [203]. Место связывания небольших субстратов было
определено по их взаимодействию со специфическими соедине-
ниями-зондами, например с красителем бибрихским алым [204]
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и ионом лантанида [203], которые связывались в расщелине;
было показано, что указанные субстраты связываются в основ-
ном непродуктивно. На первый взгляд это служит веским дово-
дом в пользу механизма деформации. Однако Левитт [205],
пересмотрев эти данные (гл. 10, разд. В.4.в) и проделав
соответствующие расчеты, пришел к выводу, что вероятность
деформации сахарного кольца при связывании с подцентром D
очень мала [201, 205]. Кроме того, было показано, что аналоги
переходного состояния, имеющие химически модифицированное
сахарное кольцо, структурно аналогичное карбоний-иону, свя-
зываются не более чем в 100 раз прочнее субстратов, у которых
это кольцо не модифицировано (гл. 10, разд. А.5) [203, 206].
Далее, предполагается, что слабое связывание сахарного кольца
с подцентром D обусловлено вытеснением этим кольцом двух
молекул воды, связанных с карбоксильной группой Asp-52. Сле-
довательно, связывание с подцентром является скорее «электро-
статическим», чем механическим. (В любом случае, как подчер-
кивалось в гл. 10, более прочное связывание переходного состо-
яния не означает, что связанный субстрат деформирован.)

Данные, полученные в результате рентгеноструктурных ис-
следований лизоцима и его комплексов с ингибиторами, не
только выдержали испытание временем, но и получили четкое
подтверждение при исследовании в растворах (но в этом случае
основное внимание уделялось электростатической компоненте
механизма напряжения, а не компоненте, обусловленной дефор-
мацией) .

Наконец, следует отметить, что, как установлено, связывание
небольших субстратов является двухстадийным процессом, со-
провождающимся изомеризацией фермент-субстратного комп-
лекса [207, 208]. В чем состоит это так называемое конформа-
ционное изменение и как соотносится с описанной выше схе-
мой — неясно; можно предположить, что оно связано с неболь-
шими структурными изменениями, наблюдающимися при свя-
зывании (NAG)3 в кристаллическом ферменте.

Е. Карбоангидраза [209, 210]

Карбоангидраза катализирует гидратацию двуокиси углеро-
да и дегидратацию бикарбоната:

СО2 + Н2О ?=+ НСОз+Н+. (12.51)

Кристаллическая структура изоферментов В и С человека была
установлена с высоким разрешением [211, 212]. Обе формы
являются металлоферментами, содержащими один моль цинка,
прочно связанного с единственной полипептидной цепью с мол.
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весом 29 000. Полипептидная цепь более активной С-формы сот
стоит из 259 аминокислотных остатков — на один меньше, чем у
В-формы [213, 214]. Аминокислотные последовательности этих
двух изоферментов совпадают на 60%, а их третичные структуры
очень сходны. Лигандами иона Zn2 + являются имидазольные
кольца трех остатков гистидина, расположенных на дне полости
активного центра на расстоянии около 12 А от поверхности
молекулы фермента. Четвертым лигандом служит, по-видимому,
молекула воды или гидроксил-ион (в зависимости от рН) [211,
212].

Изофермент С является чрезвычайно эффективным катали-
затором. Для реакции гидратации &cat равна 106c - 1, а /См для
СО2 — 8,3 мМ, в то время как для реакции дегидратации
fecat = 6-105c-1, а /См для НСОз равна 32мМ [215]. Каталити-
ческая активность фермента определяется состоянием иониза-
ции группы с р/Са = 7 в свободном ферменте [215]. Реакция
гидратации зависит от доли этих групп, находящихся в основной
форме, а реакция дегидратации — от доли этих же групп, нахо-
дящихся в кислой форме. Число оборотов для указанных реак-
ций значительно выше констант скорости переноса протонов
между водой и группой с р/Са = 7 (приблизительно 2-Ю3 с~';
табл. 4.2). В нефизиологических реакциях эти ферменты ката-
лизируют также гидратацию альдегидов и гидролиз эфиров.

Предметом исследований в данной области являются в по-
следнее время три вопроса: а) что представляет собой ионизи-
рующаяся группа с рКа = 7, от которой зависит активность
фермента? б) какова природа субстрата, связываемого в реак-
ции дегидратации (НСОз. или Н2СО3)? в) совместимы ли высо-
кие числа оборотов со скоростями переноса протона?

В рамках классического механизма считается, что при высо-
ком рН связанный с цинком нуклеофильный гидроксил-ион об-
разуется за счет связывания с этим атомом молекулы воды с
рКа = 7 [210, 216]. Известно, что связанный с цинком гидро-
ксил-ион является нуклеофилом и ионизируется в этой области
(гл. 2, разд. Б.7.6). Было высказано множество других предпо-
ложений на этот счет [217—219], но единственными группами в
активном центре, которые могут иметь указанный р/Са, являются
гистидины. Однако исследование процесса ионизации остатков
гистидина с помощью ЯМР выявило несоответствие между ак-
тивностью фермента и состоянием их ионизации [220]. К тому
же результаты измерений ядерных квадрупольных взаимодей-
ствий в ферменте, где цинк замещен на кадмий, указывают на
ионизацию связанной с металлом молекулы воды с таким же
рКа, какое было найдено из рН-зависимости активности фер-
мента [221],
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Вполне разумным с химической точки зрения является сле-
дующий механизм:

\ I / \ 1 /
Zn2 + о Zn 2 +

О А С ^ = ^ О О
I II х

с ^
НО |

1 н-о »
11 HCOJ (12.52)

\ I / \ I /
Zn 2 + ^ = Zn2 +

; н2о
, о х iv щ

н н
Любой механизм, в котором предполагается, что в роли суб-
страта в реакции выступает НСОз, требует, чтобы на каком-то
этапе от фермента отщепился протон и высвободился в среду. На
схеме (12.52) этот процесс происходит на стадии IV -*• I. В рас-
творе, не обладающем необходимой буферной емкостью, ско-
рость переноса протона слишком мала, чтобы регенерировать
свободный фермент. Так, например, из данных табл. 4.2 видно,
что константа скорости переноса протона от основания с рКа =
= 7 на молекулу воды равна 2,5-103 с-1, а на гидроксил-ион при
концентрации 10~7М и рН 7—2,3-103с~1; эти величины значи-
тельно ниже числа оборотов 5-Ю5 с-1 при этом же рН. Данное
противоречие нельзя разрешить, предположив, что на стадии
III-»-IV ион цинка связывается не с молекулой воды, а с
ОН~-группой. Максимальное значение константы скорости вто-
рого порядка равно ~10 1 0—10" М-'с-1 (гл. 4, часть 2), что при
концентрации гидроксил-иона 10~7 М дает для этой стадии при
рН 7 предельное значение константы скорости 103 — 104 с~'.
Аналогичные расчеты показывают, что недиссоциированная кис-
лота Н2СО3 тоже не может служить субстратом в реакции де-
гидратации, поскольку ее концентрация при рН 7 низка по
сравнению с концентрацией НСО~ [216, 222]. Если бы
Н2СО3 служила субстратом, то ни поглощения протона, ни вы-
свобождения его в среду не происходило бы. Однако простой
расчет показывает, что такие значения констант скорости пере-
носа можно объяснить даже теми низкими концентрациями бу-
феров, которые обычно используются (см. табл. 4.2) [216, 223],
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Недавно это положение было проверено в ходе экспериментов с
применением растворов, не обладающих буферной емкостью:
скорость реакции дегидратации оказалась аномально низкой.
Добавление 10 мМ буфера приводит к восстановлению макси-
мальной скорости [224, 225].

Дополнение. В настоящее время установлена кристалличе-
ская структура комплекса карбоангидразы В человека с конку-
рентным ингибитором — имидазолом [Kannan К- К-, Petef М.,
Fridborg К., Cid-Dresdener H., Lovgren S., FEBS Letts., 73, 115
(1977)]. Этот находящийся в гидрофобном кармане имидазол
через атом азота связан координационной связью непосред-
ственно с ионом цинка. Наиболее интересно, по-видимому, то,
что он является пятым лигандом цинка и не вытесняет связан-
ную с ним молекулу воды или ОН~-группу. По аналогии с этим
предполагается, что атом кислорода двуокиси углерода также
непосредственно присоединяется к атому цинка и не вытесняет
воду. Таким образом, цинк не только ориентирует молекулу
СО2 и поляризует ее, но и поставляет связанную с ним нуклео-
фильную молекулу воды:

(Glu-Шб)—С

О"--Н (Thr-199)

9 ^

I (12.52а)

— Zn

Увеличение координационного числа цинка до пяти при связы-
вании субстрата аналогично предполагаемому увеличению ко-
ординационного числа для алкогольдегидрогеназы из печени
лошади [схема (12.4)] [15]. Авторы этой работы указывали,что
связанная молекула воды образует водородную связь с гидро-
ксильной группой остатка Thr-199, который в свою очередь свя-
зан водородной связью с карбоксильной группой Glu-106. Это
заставляет взглянуть на проблему идентификации группы,
ионизирующейся с рКа = 7, с другой стороны. Возможно, этой
группой является карбоксильная группа Glu-106, p/Ca которой
существенно возрастает при изменении окружения, а не связан-
ная с цинком молекула воды. Если это так, то нуклеофилом



СТРУКТУРА И МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ОТДЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ 403

является не гидроксил-ион, как это изображено на схеме
(12.52,а), а неионизированная молекула воды, активируемая
остатком Glu-106 по механизму общего основного катализа при
участии гидроксила остатка Thr-199.

Ж. Гликолитические ферменты

Большинство гликолитических ферментов получено в кри-
сталлическом виде, и их кристаллическая структура установле-
на. Современное состояние рентгеноструктурных исследований в
этой области было освещено Блэйком [226]. К сожалению, ами-
нокислотная последовательность установлена только для
нескольких ферментов. Два из них — лактатдегидрогеназа и
глицеральдегид-3-фосфат—дегидрогеназа — были рассмотрены
ранее, в разд. А. Здесь мы остановимся лишь на отдельных
интересных вопросах, связанных с некоторыми из этих фермен-
тов.

1. Триозофосфатизомераза [227—229]

Триозофосфатизомераза весьма эффективно катализирует
взаимопревращения D-глицеральдегид-З-фосфата и диоксиаце-
тонфосфата:

с сн2он

Н—С—ОН *=fc С=О (12.53)

СН2ОРОГ СН2ОРО3

2"

Кристаллическая структура фермента из мышц цыпленка была
установлена с разрешением 2,5 А [230—231]. Фермент является
симметричным димером с мол. весом 53 000, каждая из иден-
тичных цепей которого содержит 247 аминокислотных остатков.
Никаких указаний на наличие какой-либо кооперативности
между субъединицами в процессе катализа не зыявлено.

а. Структура фермент-субстратного комплекса

Указанный фермент предоставляет ученым редкую возмож-
ность прямо исследовать фермент-субстратный комплекс с по-
мощью рентгеноструктурного анализа. Катализируемая реакция
представляет собой простое равновесное взаимопревращение
субстрата и продукта, причем константа равновесия реакции
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(~20) ' такова, что равновесие сильно сдвинуто в сторону обра-
зования диоксиацетонфосфата. Это позволило установить кри-
сталлическую структуру комплекса фермента с ацетонфосфатом
с разрешением 6 А, воспользовавшись разностным Фурье-мето-
дом; субстрат проникал внутрь кристаллов фермента с помощью
диффузии [230, 232]. Удалось не только локализовать некоторые
конформационные изменения в ферменте, но и определить поло-
жение субстрата относительно двух кислотно-основных катали-
тических групп фермента и выяснить механизм реакции. Из
исследований фермента в растворе известно (см. ниже), что
реакция протекает через образование промежуточного соедине-
ния цис-ентола [232, 234] с переносом протона при участии
одного основания, возможно, карбоксильной группы остатка
Glu-165 [235—237]. Согласно рентгеноструктурным данным,
карбоксильная группа глутаминовой кислоты располагается на
одинаковом расстоянии от С-3- и С-2-атомов субстрата, что
обусловливает перенос протона между ними. Установлено так-
же, что имидазольное кольцо His-95 находится на равном рас-
стоянии от карбоксильного и гидроксильного кислорода, что
также обеспечивает перенос протона от одного из этих атомов на
другой.

2. Эксперименты с использованием в качестве меток
дейтерия и трития и механизм действия ферментов,
катализирующих кето-альдольную изомеризацию

Одним из наиболее важных методов исследования механиз-
ма действия ферментов, участвующих в переносе водорода
между двумя углеродными атомами, состоит в использовании
изотопов водорода. Эти эксперименты с каждым годом стано-
вятся все сложнее, и, чтобы лучше в них разобраться, стоит
рассмотреть их в ретроспективном плане.

1 В растворе такие субстраты, как альдегид и кетон, частично гидрати-
рованы:

R\ R\ /ОН
;с=о + н2о ?=± \ /

R x W Х)Н

При 25° С около 55% диоксиацетонфосфата и 3,3% глицеральдегид-3-фосфа-
та находятся в негидратированных кетоформах, которые и являются суб-
стратами в ферментативных реакциях. Константа равновесия для процесса
взаимопревращения негидратированных кетоформ равна поэтому 330, причем
преобладающей формой является негидратированная кетоформа диоксиаце-
тонфосфата [Trentham D. R., McMurray С. Н., Pogson С. I., Biochem. J. 114,
19 (1969); Reynolds S. J., Yates D. W., Pogson C. I., Biochem. J., 122, 285
(1971)].
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а. Обмен протонов со средой: ендиол в качестве промежуточного
соединения [233, 238—240]

Первые эксперименты, проведенные в водных растворах,
обогащенных дейтерием или тритием, показали, что в продукты
реакций, катализируемых маннозо-6-фосфат-, глюкозо-6-фос-
фат-, рибозо-5-фосфат- и триозофосфатизомеразами, стереоспе-
цифически включается до одного моля изотопа.

D

\с^ н—с—он
I Е. D2O I (12.54)

н - с — о н •> с = о
I I
R R

Всегда считалось, что результаты этих экспериментов исключа-
ют возможность прямого переноса гидрид-иона и указывают на
образование протонов, которые могут обмениваться со средой.
Было высказано предположение, что в качестве промежуточного
соединения образуется ендиол RC(OH)=C(OH)H [238].

б. Выявление внутримолекулярного переноса протона:
цис-ендиол и участие в переносе только основания [234]

Следующим достижением было выявление того факта, что
помимо обмена протона со средой, происходит внутримолеку-
лярный перенос водорода (трития) между двумя углеродными
атомами:

Н Н

н х .о I I
х с ^ н—с—он т—с—он

I E, Н 2 О | [
Т—С—ОН * С = О + (некоторое С=О (12.55)

I | количество) |
R R R

Проще всего объяснить это явление следующим образом. Три-
тий, связанный с С-2-атомом субстрата, переносится на катали-
зирующее основание; некоторое количество трития, прежде чем
перейти на С-1-углеродный атом, обменивается с протонами во-
ды, а остальная часть атомов включается в положение С-1 до
того, как успеет высвободиться в раствор. Из этого можно
сделать два важных вывода:

1. Перенос осуществляется только основанием (если, ска-
жем, основание «отбирало» бы протон от атома С-2, а отдель-
ный остаток кислоты переносил свой протон на С-1, то никакого
переноса не происходило бы).
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2. Поскольку в переносе протона участвует только основание,
протон должен вновь присоединиться к ендиолу с той же сторо-
ны, с которой был удален. Из рассмотрения стереохимии про-
дуктов следует, что ендиол является ц«с-изомером (гл.2,
разд. В). На этом основании Роуз предложил следующий
механизм [228, 248]:

T-i-C— ОН
В:.J

+ —Н

с—он
II
с—он

I
с—он
II
с—он

В:
С=О

I
Т—С—ОН

(12.56)

В:
С=О

Н—С—ОН

Рис. 12.13. Энергетический профиль реакций, катализируемых триозофосфат-
изомеразой [244]. S — диоксиацетонфосфат, Z — ендиол, Р — глицеральдегид-
3-фосфат. Штрих-пунктирная линия относится к случаю, когда частота со-
ударений определяется диффузией. Энергетические барьеры для бимолекуляр-
ных реакций рассчитаны для концентрации реагентов 40 мкМ, что примерно
соответствует концентрации диоксиацетонфосфата в клетке. Отметим, что Вы-
сота всех энергетических барьеров такая же (или немного больше), как и в
случае ассоциации фермента и субстрата. Дальнейшее увеличение скорости в
результате эволюции фермента невозможно. Этот фермент полностью удовле-
творяет требованиям, предъявляемым к эволюционно совгршенному ферменту
(ГЛ. 10, разд. Б.2): значение fccat/Км близко к лимитируемому диффузией

пределу, а Км много больше [S].

Основание В в механизме действия триозофосфатизомеразы
представляет собой карбоксильную группу Glu-165. Роль
His-95 до конца не выяснена: его ионизация не выявляется из
рН-зависимости &cat- (График зависимости kca\/Kn от рН для
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фермента из мышц цыпленка представляет собой колоколооб-
разную кривую, характеризующуюся рКа = 6 и 9, тогда как
рН-зависимость feCat изображается сигмоидной кривой, в кото-
рой проявляется только более низкое значение рКа [241].
рН-зависимость kcat/Км для фермента, выделенного из дрож-
жей, также описывается сигмоидной кривой, отражающей
ионизацию группы с более низким значением р/(а [242].
рН-зависимость скорости химической модификации Glu-165 по-
казывает, что р/(а этого остатка равен 3,9 [242, 243]; см. гл. 5,
разд. Б.2.в и гл. 7, разд. Ж )

в. Построение энергетического профиля для реакции [244]

Самое последнее достижение в исследовании указанных вы-
ше реакций с применением радиоактивных изотопов состоит в
исчерпывающем анализе обмена тритием между водой и про-
дуктом и остающимся субстратом в стационарных условиях,
обмена тритием между меченным тритием субстратом и раство-
ром и продуктом, а также первичных кинетических изотопных
эффектов для скорости реакции. Из этих данных удалось опре-
делить все константы скорости для механизма (12.56) и постро-
ить энергетический профиль для реакции, катализируемой трио-
зофосфатизомеразой (рис. 12.13).

3. Глюкозо-6-фосфат—изомераза [228, 229]

Другой гликолитический фермент, D-глюкозо-б-фосфат—изо-
мераза, катализирует взаимопревращение между глюко-
зо-6-фосфатом и фруктозо-6-фосфатом. Кристаллическая струк-
тура фермента, выделенного из мышцы свиньи, была установ-
лена с разрешением 3,5 А. Фермент является симметричным
димером с мол. весом 120 000 [245].

Последовательность реакций, катализируемых глюко-
зо-6-фосфат—изомеразой, более сложна, чем в случае триозо-
фосфатизомеразы. В растворе сахара существует в виде цикли-
ческих полуацеталей, представляющих собой равновесную смесь
а- и р-аномеров (глюкозо-6-фосфат на 38% представлен сс-фор-
мой и на 62% —реформой; для фруктозо-6-фосфата эти величи-
ны составляют 20 и 80% соответственно) [228]. Субстрат, уча-
ствующий в реакции изомеризации, находится в раскрытой
форме [246—248]. В растворе эта форма присутствует лишь в
очень небольшом количестве, и, следовательно, первая стадия
реакции представляет собой катализируемое ферментом рас-
крытие кольца. а-Аномер реагирует быстрее р-аномера, однако
оба они участвуют и образуются в ходе реакции.
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Фермент не превращает маннозо-6-фосфат в фруктозо-6-фос-
фат, а катализирует раскрытие кольца, в результате чего
а-аномер переходит в fj-аномер со скоростью, примерно равной
скорости изомеризации глюкозо-6-фосфата [249].

Производные маннозы отличаются от производных глюкозы
положением атома водорода и ОН-групп, связанных с С-2-ато-
мом. Вследствие этого, вероятно, атом водорода вытесняется из
основания, которое катализирует образование цис-ендиола в хо-
де реакции (12.59).

Скорость реакции изомеризации зависит от присутствия ос-
новной группы с р/Са = 6,8 и кислой группы с рКз = 9,3 в
свободном ферменте [250]. Исходя из данных по теплотам изо-
меризации было высказано предположение, что эти значения
рКа относятся к имидазольной и аммонийной боковым цепям
остатков гистидина и лизина соответственно [250]. Остаток глу-
таминовой кислоты модифицируется эпоксидом 1,2-ангид-
po-D-маннитол-б-фосфатом (гл. 7, разд. Ж) [251]. Все эти дан-
ные в совокупности с результатами кристаллографического ана-
лиза позволили сформулировать механизм действия фермента.
Интересно, что при этом аминокислотная последовательность
глюкозо-6-фосфат—изомеразы все еще не установлена, и, следо-
вательно, боковые цепи аминокислот не могут быть четко иден-
тифицированы.

2 О 3 Р С Н 2 С

уА °\ОН
К он н о ^ |

$-о-Маннозо-6-фосфат

сно

но-
но-

-он
—он
СН2ОРОГ

-O3POHjC

(12.60)

а-и-Маннозо-6-фосфат

Кристаллическая структура комплекса между ферментом и
эффективным ингибитором арабинонат-5-фосфатом установлена
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Рис. 12.14. Механизм действия глюкозо-6-фосфат— изомеразы, основанный на
данных рентгеноструктурного анализа [252].

с разрешением 3,5 А [252]. Это соединение сходно с промежу-
точным соединением цис-ендиолом [схема (12.61)] и связывает-
ся в 1000 раз прочнее субстрата [253].
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Центр связывания фермента расположен в расщелине между
двумя субъединицами. Фосфат, кислород кольца и гидроксиль-
ные группы при С-1- и С-2-атомах присоединяются к одной
субъединице, а перемещение другой субъединицы приводит к
тому, что две большие боковые цепи связываются с гидроксиль-
ными группами, присоединенными к С-2- и С-3-атомам.

По-видимому, глутамат, который модифицируется эпокси-
дом, не является основанием, катализирующим перенос протона
между двумя углеродными атомами в реакции изомеризации.
Вместо этого он катализирует реакцию раскрытия кольца и
перенос протона между кислородами карбонильной и гидро-
ксильной групп на стадиях, включающих образование цыс-енди-
ола (рис. 12.14) [252].

Весьма интересно узнать (когда выяснится аминокислотная
последовательность фермента), правильным ли было представ-
ление кристаллографов относительно природы боковых цепей
аминокислот.

4. Фосфоглицеромутаза [254]

D-фосфоглицеромутаза катализирует взаимопревращение 2-
и З-О-фосфоглицерата [схема (12.62)]. Фермент, выделенный из
мышцы, является димером с мол. весом 54 000. Кристаллическая
структура фосфоглицеромутазы дрожжей была установлена с
разрешением 3,5 А. Фермент является симметричным тетраме-
ром с мол. весом 110 000 [255].

СО2" СО2-

Н — С — О Р О Г ^=± Н — С — О Н (12.62)

СН2ОН СНаОРОГ

2PG 3PG

В качестве активатора или инициатора в реакции участвует
2,3-дифосфоглицерат (2.3DPG). Функция этого соединения со-
стоит, по-видимому, в фосфорилировании боковой цепи гистиди-
на с образованием каталитически активного фосфорилфермента.
2,3-дифосфоглицерат был выделен как в случае мышечной, так
и дрожжевой фосфоглицеромутазы [256]. Кинетические данные
находятся в соответствии с механизмом (12.63) (механизм типа
пинг-понг) [257]:

2PG „ли 3PG / 2PG + Е - Р
E + 2.3DPG — • Е—Р • >- (E.2.3DPG) (12 63)

\ 3PG + Е-Р
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Так, например, образование 2-фосфоглицерата из 3-фосфогли-
церата сопровождается переносом фосфата от фосфорилфер-
мента на субстрат в положение 2, тогда как фосфат из положе-
ния 3 переносится на фермент с образованием фосфорилфер-
мента. Возможно, во время каталитического цикла образуется
прочный комплекс между ферментом и 2.3DPG.

Механизм этой реакции легко определяется из рентгено-
структурных данных. Данные по аминокислотной последова-
тельности в области активного центра фермента прекрасно со-
гласуются с данными по электронной плотности. Четко показано
наличие центра связывания субстрата, в котором боковая цепь
лизина связывает карбоксильную группу субстрата. Наиболее
интересный момент состоит в том, что имеется два имидазольных
кольца боковых цепей гистидина, которые расположены парал-
лельно на расстоянии около 4 А друг от друга и фиксируют 2 и
3 положения субстрата [258]. Эти кольца участвуют в переносе
и акцептировании фосфатных групп от субстрата.

(His)

N.4 NH

I О N NH ( 1 2 - 6 4 )
<Ly»)-NHj-• • 4 > 2 C - C II

Фосфатная группа дифосфоглицерата может быть перенесе-
на на один из этих остатков гистидина, после чего монофосфо-
глицерат отщепляется от фермента. Далее фосфорильная группа
быстро переносится между двумя гистидинами, так что с фос-
форилферментом связывается либо 2-фосфоглицерат, либо
3-фосфоглицерат. Например:

(His)
О О" /

(His)
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3. Заключение

Традиционный подход к анализу процессов ферментативного
катализа, сформировавшийся на основании химических иссле-
дований задолго до определения кристаллической структуры
ферментов, основывается на следующих факторах: общий кис-
лотно-основный катализ; катализ ионами металлов; нуклео-
фильный катализ; электростатический катализ; эффекты подо-
бия (сочетание внутримолекулярной реакции и правильной ори-
ентации); напряжение (деформация субстрата); индуцирован-
ное соответствие (деформация фермента). Наличие всех этих
факторов в настоящее время в той или иной степени установлено.
Наиболее распространен общий кислотно-основный катализ
[реакции, катализируемые дегидрогеназами, сериновыми проте-
азами (а также, по-видимому, тиоловыми протеазами и карбок-
сипептидазами), рибонуклеазами, лизоцимом]. Ускорение реак-
ций ионами металлов в его классической форме стабилизации
аниона имеет место при функционировании карбоксипептидазы
и, возможно, алкогольдегидрогеназы. Этот тип катализа имеет
место и в реакциях с участием нуклеофила, катализируемых
карбоангидразой и, возможно, стафилококковой нуклеазой.
Ионом-катализатором в этом случае является связанный с ме-
таллом гидроксил-ион. Нуклеофильный катализ, несомненно,
имеет место в реакциях гидролиза, катализируемых тиоловыми
и сериновыми протеазами, а также в реакциях, где между
карбонильной группой субстрата и боковой цепью остатка лизи-
на образуются шиффовы основания. Перенос фосфорильной
группы выявлен между субстратами и боковыми цепями гисти-
динов в фосфоглицеромутазе. Электростатический катализ
имеет важное значение для стабилизации карбоний-иона, явля-
ющегося промежуточным соединением в реакциях с участием
лизоцима. Эффекты подобия в ферментативных реакциях иссле-
довать нелегко; наиболее полную информацию в этой области
дает исследование простых модельных систем и расчеты (гл. 2).
Никаких прямых данных в пользу деформации субстрата при
присоединении к ферменту нет, однако, как обсуждалось в
гл. 10, имеется множество примеров деформации в форме «ста-
билизации переходного состояния». Кроме того, есть данные о
деформации фермента при связывании субстрата.

Ни для одной из ферментативных реакций мы пока не можем
сказать, что ее скорость увеличилась в х раз за счет наличия
общего основного катализа, в у раз за счет выигрыша в
энтропии, в z раз за счет стабилизации переходного состояния
и т. д. Описание ферментативных реакций на этом уровне, без
сомнения, будет дано химиками-теоретиками и первые шаги в
этом направлении уже сделаны. Основы для такого анализа уже
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заложены химиками и кинетиками, которые позволили устано-
вить пути превращения субстратов, а также спектроскопистами
и кристаллографами, установившими структуру ферментов и их
комплексов. В настоящее время мы имеем вполне удовлетвори-
тельное с химической точки зрения описание механизмов многих
ферментативных реакций. Некоторые из них установлены более
точно, чем для химических модельных реакций в растворах,
поскольку в ферментативных реакциях точно известно располо-
жение каталитических групп.

Исследование взаимодействий субъединиц в олигомерных
ферментах — это область кристаллографии. Мы знаем структуру
дезоксигемоглобина и его полнстью лигандированной формы, а
также имеем четкое представление о причинах кооперативности
при связывании лигандов. Однако нам не известна кинетика
путей перехода между двумя состояниями и структура проме-
жуточных соединений. Хорошо описаны такие явления, как ре-
акционная способность половины активных центров и отрица-
тельная кооперативность связывания лигандов. Однако их зна-
чение еще не осознано в полной мере.
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Ганча уравнение 279
Гексокиназа 24, 307, 319, 335
Гель-фильтрация 204—205
Гемоглобин 22, 25, 252—258, 264, 265,

266, 268, 269—271, 287, 290
Гендерсона — Хассельбака уравнение

165
Гидрид-ион 96, 346, 351, 356, 405



422 ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ

Гидрофобная связь 278, 281, 282,
287—289

Гиперспецифичность 335, 336
Гликозидаза 299
Гликолитические ферменты 307—309,

403
Глицеральдегид 102
Глицеральдегидфосфатдегидрогеназа

24, 33, 160, 163, 260, 262, 265, 268,
308, 347, 357—361

Глицерофосфатдегидрогеназа 308, 347
Глутаматдегидрогеназа 163, 347
Глутаминсинтетаза 262
Глюкозо-6-фосфат 247, 407, 408, 409
Глюкозо-6-фосфат — изомераза 247,

308, 405, 407—411
Голофермент 345
Графическое представление кинетиче-

ских данных 199—201
Гуггенхейма метод 199

«Двойного сита» механизм 338, 342
Двухтактного замещения механизм

127—129
Дегидрогеназы 33—35, 307, 345—361
— NAD-зависимые 33, 105, 346, 361
Дейтерий 98, 104—105, 396, 405
Детальное равновесие 92—93, 392,

393 397
Деформация 311, 316, 320, 321, 331,

335
Диализ 202, 204
Диоксиацетонфосфат 404
Дисперсионные силы 273—276
Диффузия 156—157, 159, 162
ДНК-полимераза 338, 339, 340
D2O 98, 183—184, 185
Домены 33

Енамины 70, 72
Ендиол(ч«с-ендиол) 106, 404—406
Енолаза 308

Замещения реакция, механизм 391
«Замка и ключа» модель 295, 311,

391
«Замороженная» струя 133—135, 231,

233—240

ИК-спектроскопия 185
Ингибирование 119
— бесконкурентное 122
— конкурентное 119
— неконкурентное 122
— необратимое 245
— смешанное 120—122

Ингибиторы активного центра, необ-
ратимые см. Аффинная метка

Индолилакрилоилхимотрипсин 26, 36,
38, 218, 367

Индуцированное соответствие 258,
312—316, 319, 324—325

Ионные связи 281, 285, 287, 290
Ионогенные группы ферментов 169
Изолейцил-тРНК—синтетаза 155, 233,

248, 329, 335—338
Изостерический субстрат 329
Изоферменты 353
Изоцитратдегидрогеназа 257, 347

Кальций 394—395
Карбоангидраза 67, 68, 114, 159, 162,

310, 399—403
Карбоксипептидаза 22, 24, 26, 33, 67,

326, 376—382
Ката лаза 114, 159, 160, 162
Катализ 46
•— ковалентный 53, 69
— общий кислотно-основный 53—57,

351, 389, 413
кислотный 396

— специфический кислотный и основ-
ный 52

— электростатический 52, 65—67
— электрофильный 52, 67
— — ионами металлов 67, 89
— — с образованием шиффова осно-

вания 69—72
— участием пиридоксальфосфа-

та 72-76
тиаминпирофосфата 76—

78
Катализатор кислотно-основный 354,

360, 375
— общий основный 359, 363
— электрофильный 379
Катепсин D 383
Кинетическая эквивалентность 93, 94,

374
Кинетические изотопные эффекты 95,

351
«Кинетическое корректирование»

341—342
Клострипаин 373
Комплемеатарность между ферментом

и субстратом 293—325
Конкурирующие субстраты 123—124
Константа диссоциации кажущаяся

115
— ионизации 165
— Михаэлиса (Км) 111, 115, 116
— равновесия кажущаяся 115
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Константа связывания (Ks) 208—210
— скорости ассоциации 160—161,

238. См. также Столкновений тео-
рия

— — диссоциации фермент-субстрат-
ного комплекса 140, 157, 160, 1G2,
216, 238

— — связывания 139, 150. См. так-
же Константа скорости ассоциации

Константы диссоциации кислот и ос-
нований см. Константа ионизации

Конфигурация промежуточного соеди-
нения, сохранение 230

Кооперативность 252—271
— отрицательная 260—261, 267, 356,

359, 360
Корректирования механизмы 236—

238, 335, 338—342
Кошланда модель (механизм) 258—•

260, 261, 267
Кристаллы белков 26, 35
Кротоназа 114, 162
Ксилоза (B-D-ксилоза) 319

Лайнуивера — Бэрка график 117,119,
178

Лактатдегидрогеназа 24, 33, 160, 261,
308, 347, 353—356, 361

Ламберта— Бэра закон 191, 192
Лизоцим 22, 24, 41—43, 49, 50, 67,

98, 150, 159, 185, 186, 189, 230,
248, 276, 299—300, 315, 317, 326,
395—399

Магний (Mg2+) 52, 89
Максимизация /См 304—306
Малатдегидрогеназа 24, 33, 347, 356
Маннозо-6-фосфат 409
Маннозо-6-фосфат—изомераза 405
Метаболитов концентрация 308
Металлов ионы, катализ 52, 67—69
Металлоферменты 67, 348, 376, 399
Миоглобин 22, 23, 252
Миозин 238 ,-239
А^иозиновая АТРаза 238
Михаэлиса комплекс 112
— константа (Км) 111, 115—116

максимизация 304—306
Михаэлиса — Ментен кинетика 116,

201
— механизм 111 — 112, 114, 115, 119,

121, 122, 126, 169—171, 293—294,
330—331

— уравнение ПО, 123, 125—126, 245
насыщающая концентрация

субстрата ПО

Модификация химическая аминогрупп
белков 186—187

Моно — Уаймена — Шанжё механизм
254. См. также Моно модель

Моно модель 257, 259, 261, 264—
265, 267—268

«Мультипродуктные» аналоги 302
«Мультисубстратные» аналоги 302

Напряжение 125, 312, 314—315, 317,
323—324

Начальная скорость реакции 137
Нековалентные взаимодействия 272
Непрерывной струи метод 131
Непродуктивное связывание 122—123,

125, 172, 314—315, 316, 324—325,
367

Неупорядоченный механизм 127
Никотинамидадениндинуклеотид см.

NAD+
Нуклеаза стафилококковая 24, 394—

395
Нуклеофильная атака 80—88
Нуклеофильность 84, 88
Нуклеофильные группы ферментов

79
NAD+ 33, 104—105, 192, 195, 260,

268, 307, 324, 345—348, 351, 352,
353—358, 359—360, 361

NADH 105, 163, 192, 193, 195, 196,
348, 351, 352, 353—358, 361

NADP+ 104—105, 345
NADPH 163, 345
ЫАО(Ы-ацетилглюкозамин) 41, 398—

399
МАМ(М-ацетилмурамовая кислота) 42

Обратная транскриптаза 339
Общая кислота 379. См. также Ката-

лиз общий кислотный
Оксиэтиламинпирофосфаты 77
«Орбитальное управление» 65
Остановленной струи метод 131—133,

214—216, 240, 241

Папаин 24, 90, 97, 326, 373—376
Пенициллопепсин 383
Пепсин 297, 383—388
Пепсиноген 324—325
Пептидная связь 18
Первичная структура ферментов 12-

15
Первого порядка реакции 199
Переходное состояние 46

аналоги 299—303, 317
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Переходное состояние, стабилизация
311, 316, 319—323

теория 46—50, 293, 329, 332,
333, 334, 351

Переходные процессы, кинетика 130,
150—152

Пероксидаза 114
«Пинг-понг» механизм 127—129, 411
Пиридоксальфосфат 72, 73
Пируваткиназа 257, 265, 308
Плотность упаковки для белков 25
Поверхностный заряд 176—177
Полупревращения время 137
Последовательные механизмы 127
Предстациоиарная кинетика 136, 211
Прокарбоксипептидаза 382
Пролинрацемаза 301
Промежуточные соединения 47, 85,

113, 123, 129, 212—238, 325—326
Протеаза а-литическая 184
— стрептококковая 373
Протеазы 361—362
— кислые 326, 382
— сериновые 27—32, 37, 319, 362—

363
— тиоловые 373
Протона перенос 157—159, 401, 405—

406. См. также Водорода перенос
Профлавин 215, 217
рН-зависимость активности фермента

375, 383, 400
— аффинные метки, выявление 246
— необратимого ингибирования 186,

246
— Act 171, 172, 173, 182, 348, 351,

352, 374, 379, 389, 406, 407
— Кн 171, 172, 173, 182
— fccat/^M 171, 173, 175, 179, 181,

247, 389, 395, 397, 407
рКп 175, 176—184. См. также Кон-

станта ионизации
— кажущийся 176
— кинетический 175
— макроскопический 176
— микроскопический 176

Радиоактивные изотопы, применение
196

Рибозо-5-фосфат — изомераза 405
Реакционная способность половины

активных центров 260—261, 352,
356, 359—360

Регуляторные функции фермента 306
Релаксации время 136, 139
Релаксационная кинетика 131
Релаксационные методы 135

Реннин 382
Рентгеноструктурный анализ 15—17,

35—36
Рибонуклеаза 24, 26, 388—392
R-состояние 256
Rhizopus-пепсин 383

Светорассеяние 242. См. также Рас-
сеяние

Свободная энергия 81, 91
Сигмоидные кривые связывания 252.

См. также Хилла коэффициент
Система с переносом заряда 31, 184—

185, 363—365, 371
Скэтчарда график 209
Солевые мостики 270, 289, 291.

См. также Ионные связи
Сопряженные реакции (системы)

195—196, 240
Спектрофотометрические методы 194,

См. также Спектрофотометрия, ИК-
спектроскопия, УФ-спектроскопия

Спектрофотометрия 191—192
Специфичность фермента 290, 315,

328—342
а-Спираль 19, 21, 22, 24
Стационарная кинетика 109—115,

218—224
Стационарное состояние 109
Стереохимия 99
Стереоспецифичность 100, 104
Столкновений теория 156
Р-Структура 19, 20, 22, 24, 25
Субтилизин 24, 31—32, 40, 322
Субъединицы белков 25, 252, 258,

260, 261, 353
Сукцинат см. Янтарная кислота
Сцинтилляторы 210

Тиаминпирофосфат 76—78
Тирозил-тРНК—синтетаза 141, 160,

260, 261, 283, 291
Температурного скачка метод 135—-

136, 146—147, 151
Теорелла— Чанса механизм 127
Тетраэдрическое промежуточное со-

единение 37
Титрование активных центров 152—

155
Тозил-Ь-фенилаланинхлорметилкетон

(ТРСК) 245—246
Транскетолаза 77
Третичная структура ферментов 25
Трехточечного присоединения теория

100
Триозофосфатизомераза 24, 37, 114,

162, 308, 310, 403—407
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Трипсин 27, 29, 39—41, 185
Трипсина ингибитор 24, 38, 39, 291
Тритий 396, 404—407
Тройной комплекс 127, 335—354
Тромбин 31
Т-состояние 256

Упорядоченный механизм 127, 355
УФ-спектроскопия 185
Уходящая группа 41, 85—90

Фаг Т4, частота мутаций 339—341
Фермент-субстратные комплексы,

структура 35—43
— — ассоциация 159—162

диссоциация 162
константа 140, 157, 160, 162,

202, 216, 238
•— —• энергия связывания 272, 281 —

289
Фицин 373
Фишера правила 102
Флуоресценция 185, 192—194
Фосфатаза кислая 229, 326
— щелочная 220, 226, 227—228
Фосфоглицераткиназа 24, 35, 308
Фосфоглицеромутаза 128, 308, 411—

412
Фосфофруктокиназа 195—196
Фруктозо-6-фосфат 243, 407—409
Фумараза 105, 114, 162
Фурилакрилоиловая группа 216, 217,

380

Хелатный эффект 290, 302
Хилла коэффициент 262, 264, 265—

266
— уравнение 262, 264
Химозин 382, 383
Химотрипсин 10, 24, 50, 113, 213—

227
— аффинные метки 245—246
— гидролиз эфиров 220—224
— деформация субстрата 321, 323—

325
— кинетический изотопный эффект

97
— конформация 32, 179, 181, 182
— кристаллизация 26
— непродуктивное связывание 90, 367
— поверхностный заряд 176, 177
— предстационарная кинетика 143
— система с переносом заряда 31,

184—185, 363—365, 371
— специфичность 27

Химотрипсин, стабилизация переход-
ного состояния 319—321

— структура 27—31
— титрование активного центра 154
— фермент-субстратный комплекс

39—41
— энергия связывания 285—288
— р/Са активного центра 179—183,

184, 186, 187, 189
а-Химотрипсин 12, 22, 26, 32, 143,

149, 178, 179, 219, 221, 223
б-Химотрипсин 179, 180, 225
Химотрипсиноген 10, 372
Хиральный атом 100, 102
Холдейна уравнение 124—125, 225—

226, 311
Хэммонда постулат 49—50

Центральный комплекс 127
Цинк (Zn2+) 52, 348, 350, 351—352,

361, 376, 377, 400, 401, 402
Цитидиндезаминаза 301
Цитидинтрифосфатсинтетаза 262

Частота соударений 156, 157
Четвертичная структура ферментов 25
Число оборотов 111, 115

Шиффово основание 69—76

Эволюционно совершенный фермент
310

Эволюция 31, 32, 303
Эдера константы 253
— уравнение 259
Эди — Хофсти график 119, 201, 209
Эластаза 27, 29, 32, 36, 40, 187, 297,

316
Электростатические силы 65, 272
Электрофильные центры 84
Энергия активации 48, 293—297
Энтерокиназа 372
Энтропийный фактор 252
Энтропия 60—65, 125, 240, 278, 281,

289—290
— активации 48
Эпоксид(ы) 248, 249
Эстераза 326
а-Эффект 85
Эффективная концентрация групп на

молекуле фермента 57—64

Ядерный магнитный резонанс (ЯМР)
136, 184—185, 321, 388, 400

Янтарная кислота 58, 59
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