
Лекции №6-7. Механизм действия никотинамиддинуклеотидных дегидрогеназ

План лекции

Типы, катализируемых реакций. Роль кофермента и белковой части. Химическая природа единиц, переносимых при окислении субстрата. Представление о никотинамиддинуклеотидных, как о специализированных субстратах.

Флавиновые ферменты. Типичные реакции дегидрогенизации, катализируемые флавинопротеидами. Механизм действия флавиновых дегидрогеназ. Полувосстановленные флавины. Комплексы металлов с флавинами. Реакции восстановленных флавинов с кислородом.
Пиридоксалевые ферменты. Аспартатаминотрансфераза. Рацемизация, декарбоксилирование и процессы, связанные с превращениями в аминокислотных заместителях, специфичность действия пиридоксалевых ферментов и свойств их кислотно-основных центров.

Большинство ферментов являются двухкомпонентными и содержат в активном центре кофермент. В настоящее время активный центр сложных ферментов не изучен так подробно, тем не менее в основе механизма их действия лежат те же принципы синхронного нуклеофильного электрофильного катализа. Только функции электрофильных катализаторов берут на себя коферменты. Практически у всех известных коферментов активная группа имеет выраженный положительный заряд, может притягивать к себе электроны от субстрата и служить электрофильным катализатором. Роль электрофильных катализаторов играют органические коферменты, построенные по типу нуклеотидов NAD, FAD, ATP, а также пиридоксальфосфат и другие. 

Простейшей формой кофермента можно считать металлы. Участие ионов металлов в катализе значительно ускоряет реакцию. По некоторым расчетам увеличение скорости реакции при использовании каталитической пары – нуклеофил (функциональная группа белка) и электрофил (ион металла) составляет 104 – 106 раз.

Переносчики водорода и электронов, связанные с ферментами класса оксидоредуктаз. 

Пиридиннуклеотид дегидрогеназы. Никотинамидные коферменты – это анаэробные дегидрогеназы, которые осуществляют обратимые реакции дегидрирования спиртов, альдегидов, оксикислот и некоторых аминокислот в соответствующие альдегиды, кетоны кетокислоты. Коферментами этих дегидрогеназ являются два динуклеотида: 1) никотинамидадениндинуклеотид (или NAD), 2) никатинамидадениннуклеотид фосфат (NADP). Несмотря на то, что NAD и NADP, в большинстве случаев специфически действуют на различные субстраты, реакции, которые они катализируют, являются по существу идентичными. 

Все реакции, катализируемые этими ферментами обратимы, однако положение равновесия сильно смещено в сторону окисления субстрата. Наиболее характерными реакциями, катализируемые дегидрогеназами, связанными с NAD или NADP, являются реакции трех типов:

Никотинамидные коферменты по своему строению являются фосфатами β-N-рибофуранозидов замещенного пиридиния, в 5’-положении они содержат пирофосфатную группу. Различаются эти 2 кофермента лишь строением группировки, присоединенной ко второму остатку фосфорной кислоты. В молекуле NAD это остаток нуклеозида – аденозина, а в NADP – остаток аденозин-2’-фосфорной кислоты.

Азот в пиридиновом кольце амиднкотиновой кислоты является сильным четвертичным основанием, он имеет 4 ковалентные связи и пятую – электровалентную. Положительный заряд атома азота уравновешивается каким-нибудь атомом, например Cl- в растворе. При рН 7.5 две ОН-группы фосфатных остатков ионизированы, и их водородные ионы находятся в растворе в свободном состоянии – это для NAD. В NADP в ионизированной форме находятся четыре кислотные трех частиц фосфорной кислоты, из них три являются первично диссоциирующими и один – вторичнодиссоциирующий

Процесс их обратимого восстановления происходит по никотинамидной части кофермента. Таким образом, этот участок представляет собой активный центр, играюший важную роль в процессах переноса электронов и протонов. Надо заметить, что активная группа никотинамидных коферментов является витамином РР/В5 (амидом никотиновой кислоты).
Флавинадениндинуклеотид, рибофлавин-51-аденозиндифосфат, небелковый компонент (кофермент) большинства ферментов-флавопротеидов, присутствующих во всех живых клетках; производное рибофлавина (витамина B2).
Участвует в окислительно-восстановительных процессах организма. Молекулярная масса 785,56, растворим в воде и органических растворителях, характеризуется интенсивной флуоресценцией с максимумом испускания при 520–540 нм. В ряде случаев прочно связан с белком, присоединяясь посредством ковалентной связи (например, в моноаминоксидазе), в др. случаях способен диссоциировать от апофермента подобно никотинамидадениндинуклеотиду. Каталитическая активность флавинадениндинуклеотида связана со способностью атомов азота в изоаллоксазиновом кольце его молекулы присоединять два атома водорода от окисляемого субстрата. Этот процесс протекает в две стадии с образованием в качестве промежуточного продукта семихинона, который содержит атом азота с неспаренным электроном. Окислительно-восстановительный потенциал флавинадениндинуклеотида зависит от природы апофермента и изменяется от – 0,06 в (при pH 7,0) для свободной формы флавинадениндинуклеотида до – 0,185 в для некоторых флавопротеидов. Биосинтез флавинадениндинуклеотида осуществляется из флавинмононуклеотида и адснозинтрифосфорной кислоты (АТФ) с участием фермента аденилилтрансферазы. В биологической литературе принято сокращённое название ФАД. 
Флавиновые ферменты принимают участие в окислении жирных кислот; в окислительном декарбоксилировании пировиноградной и α-кетоглутаровой кислот; окислении янтарной кислоты в цикле трикарбоновых кислотт (сукцинатдегидрогеназа).

Пиридоксалевые ферменты, ферменты, простетической группой которых является пиридоксальфосфат. К пиридоксалевым ферментам относятся аминотрансферазы, рацемазы, декарбоксилазы, ди- и моноаминоксидазы и многие др. ферменты, катализирующие важнейшие превращения аминокислот в организмах. Общую теорию действия Пиридоксалевые ферменты разработали в 1952 А. Е. Браунштейн и М. М. Шемякин и в 1954 американские ученые Д. Мецлер и Э. Снелл. Согласно этой теории, каталитическое действие пиридоксалевых ферментов обусловлено способностью альдегидной группы (- ) пиридоксальфосфата образовывать азометины типа и (шиффовы основания) при взаимодействии с аминами и аминокислотами:


1. Типы реакций, катализируемых никотинамиддинуклеотидными дегидрогеназами
2. Роль кофермента  и белковой части

3. Типичные реакции, катализируемые флавинопротеидами

4. Механизм действия флавиновых дегидрогеназ
5. Основные представители пиридоксалевых ферментов

6. Механизм действия пиридоксалевых ферментов
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