Лекция №4. Строение ферментов
План лекции

Химическая природа ферментов. Молекулярные веса ферментов-белков. Одно- и двухкомпонентные ферменты. Коферменты и простетические группы, их важнейшие представители. Первичная, вторичная, третичная, четвертичная структура ферментов. Принципы пространственной организации молекулы фермента, проблема сворачивания полипептидной цепочки в нативную конформацию, её важность для функционирования ферментов. Роль мультидоменной организации молекулы фермента, значение подвижности доменов в катализе. Активный центр, его строение и функция. Функциональные группы ферментов. Методы изучения строения активного центра. Значение пространственной структуры в формировании активного центра. Структурные основы реализации феномена индуцированного соответствия.
Все ферменты являются белками. В одних случаях – это простые белки, в других – сложные белки.

Ферменты – простые белки носят название однокомпонентных ферментов. При их гидролизе обнаруживаются только аминокислоты. Представителями однокомпонентных ферментов являются рибонуклеаза, лизоцим, уреаза, такие протеолитические ферменты, как пепсин, трипсин, химотрипсин и другие ферменты. В однокомпонентных ферментах роль активной группы выполняют определенные химические группировки.

Ферменты – сложные белки – называются двухкомпонентными ферментами. Краут предложил назвать двухкомпонентные ферменты симплексами, белковый компонент в них – фероном (от лат. fero-несу), небелковый компонент – активную группу – агоном (от лат. ago-действую). Позднее предложены и другие названия: двухкомпонентные ферменты (Эйлер) – холоферменты (гр. холос-целый), их белковая часть – апофермент. А небелковый компонент имеет разное название в зависимости от характера связи его с белковым компонентом. У некоторых ферментов небелковый компонент легко отделим от белка и устраним при диализе, в этом случае небелковый компонент, по предложению Бертрана, называется коферментом (лат. ко-добавляется). В других случаях типичные коферменты NAD+ и NADP+, т.к. непрочно связаны с белком и переходят от одного фермента к другому. 

Примером очень нестойкой связи между апоферментом и небелковым компонентом могут служить дегидрогеназы, содержащие NAD или NADP. Они самопроизвольно диссоциируют на составляющие компоненты, и их кофермент может быть удален диализом.

Реакции изомеризации, окисления-восстановления, переноса, и реакции, сопровождающиеся образованием ковалентных связей, катализируются сложными ферментами, тогда как реакции гидролиза – простыми или однокомпонентными ферментами.

Легко отделяется – кофермент. 

Кофакторы – вещества или ионы металлов, активирующие деятельность ферментов. В норме они не входят в состав ферментов. Некоторые авторы отождествляют кофакторы с коферментами (Н.П. Елинов, 209 с.). 

Условно деление, т.к. один и тот же компонент может быть в разных ферментах – прочно и непрочно связан. Небелковый компонент тесно связан с белком и называется простетической группой.

В случае двухкомпонентных ферментов (цитохром С) каждый компонент в отдельности не обладает ферментным действием

В качестве коферментов и простетических групп могут быть неорганические и органические соединения: металлы, витамины, нуклеотиды, гемм и другие группировки.

Представителями двухкомпонентных ферментов является каталаза, пероксидаза, пируватдекарбоксилаза и другие ферменты.

Каталаза катализирует реакцию разложения перекиси водорода на Н2О и О2:

2Н2О2=2Н2О+О2
Пероксидаза катализирует реакцию окисления полифенонов с помощью перекиси водорода с образованием соответствующего хинона и воды:
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Активной простетической группой каталазы и пероксидазы является гематин – 4 молекулы пиррола связаны между собой и с атомом железа, образуя комплексной соединение. У каталазы и пероксидазы одна и та же простетическая группа, но у этих ферментов разный белок. Этот пример показывает, что белковая часть фермента определяет специфичность действия фермента. 

Примером стойкой ковалентной связи между апоферментом и небелковым компонентом может быть ковалентная связь между (ферментами) апоферментом и небелковым компонентом в цитохроие С. Его белковый компонент соединяется с остатком гемма тиоэфирными связями иежду сульфгидрильными группами остатков цистеина и ненасыщенными винильными группами гемма: –СН:СН2+НS-R+HS-R→ –СН2-СН2-SR. Тиоэфирная связь весьма устойчива к нагреванию, кислотам и другим реагентам, но разрывается при обработке солями серебра.

Подтверждением того, что белковая часть фермента определяет специфичность его действия, являются результаты опытов по искусственному моделированию. Оказывается, если простетическую группу каталазы соединить с белком гемоглобина, то получается сложный белок, обладающий свойствами гемоглобина.

Вопрос о строении ферментов тесно связан с вопросом о строении самого белка.

Молекулярный вес. Молекулярные веса чистых ферментов могут быть определены теми же физическими методами, которые разработаны для определения молекулярного веса белков вообще (по скорости седиментации, по светорассеянию, рентгеноструктурным анализом и др.). надо заметить, что при использовании разных методов часто получаются несовпадающие результаты. То же получается, когда разные исследователи используют один и тот же метод. Поэтому приводимые данные молекулярных весов обычно неодинаковы по своей точности. В книге М. Диксона и Э. Уэббера «Ферменты» (Мир, 1966) приводятся молекулярные веса многих ферментов.

Знания молекулярных весов ферментов колеблются от 10 тыс. до 1 млн. Самые мелкие молекулы активных ферментов, найдены в живой природе и имеют молекулярный вес около 9000. Мелкие молекулы относительно термостабильны; рибонуклеазу с молекулярным весом 12700 можно кипятить в кислом растворе и она при этом не теряет своей активности. К ферментам с большим молекулярным весом относится, например, пируватдекарбоксилаза, катализирующая превращение пировиноградной кислоты в уксусный альдегид и углекислый газ: 

СН3-СО-СООН=СН3СНО+СО2 – ее молекулярный вес около 1 млн.

Иногда молекулы фермента с большим молекулярным весом обратимо диссоциируют на несколько субъединиц, часто на 2, 3 или 4. В некоторых случаях эти молекулы спонтанно диссоциируют при разбавлении; в других случаях они удерживаются.

Строение белка. Число пептидных цепей. Имеется мало данных о том, сколько пептидных цепей со свободными концевыми группами содержится в молекулах различных ферментов. Но у большинства исследованных ферментов оказалось, что молекула состоит из одной пептидной цепи. Так одна пептидная цепь обнаружена у пепсина, трипсина, папаина, карбоксипептидазы, лизоцима, панкреатической α-амилазы и рибонуклеазы. Пептидные цепи обнаружили у α-химотрипсина и альдолазы. По-видимому, когда молекулы ферментов обратимо диссоциируют на 2 или больше частей, то более крупная молекула должна состоять по крайней мере из двух или более пептидных цепей.

Аминокислотный состав. Аминокислотный состав ферментов стало возможным анализировать только тогда, когда были разработаны микрометоды для определения аминокислотного состава белков, поскольку чистые ферменты, как правило, получают лишь в относительно малых количествах.

Первичная структура ферментов, в основе которой лежит амнокислотный состав и последовательность размещения аминокислот в белковой молекуле, имеет очень важное значение для проявления ферментативных свойств. Ферменты при своем действии свзываются с субстратами и, следовательно, обладают химическим сродством к ним. Это сродство осуществляется наличием в молекулах ферментов тех или иных аминокислот при том или ином сочетании. Не только каталитические свойства ферментов, но и специфичность их действия неразрывно связаны с их первичной структуры.

На специфичность ферментных белков влияет и порядок чередования в них аминокислот. Специфичность фермента зависит не только от того, как расположены аминокислоты во всей его молекуле. В каждом ферменте есть активный центр – небольшой участок пептидной цепи с характерным для него составом и порядком чередования в нем аминокислот.

В тех случаях, где имеется α-спираль у ферментов, нарушение спиралеобразной структуры пептидных цепей (напрмер, при воздействии высоких концентраций мочевины, разрушающих водородные связи) приводит к инактивации ферментов; так что для проявления действия ферментов важна и вторичная структура.
Структура и конфигурация ферментного белка. Физические измерения показывают, что ферменты – это в большей части глобулярные белки, форма их молекулы близка к сферической. Вторичная структура (α-спираль) характерна для ферментных белков, но не обязательна. Так, рентгеноструктурный анализ рибонуклеазы не дает никаких указаний на то, что в структуре этого фермента существенную роль играю участки, построенные по типу α-спирали. Обнаружено всего 15% спирализованной полипептидной цепи, а остальная часть неспирализованная. α-спираль более характерна для миоглобина и гемоглобина, когда в виде α-спирали оказывается струтурированными до 70% всех аминокислотных остатков. Химотрипсин, карбоксипептидаза и др. содержат лишь один или несколько небольших спиральных фрагментов. Препятствовать образованию α-спирали могут разные причины: наличие в цепях пролина или глицина, большое количество заряженныхаминокислот аргинина, лизина, аспарагиновой кислоты или слишком большие боковые радикалы, как у триптофана. Для формирования α-спирали необходимо последовательной расположение не менее 4-х аминокислотных остатков с «удобными» для спирализации свойствами. Более распространена в ферментах оказалась структура типа β-слоя. Эта структура теоретически предсказанная, как и α-спираль Л. Полингом, формируется засчет водородных связей пептидной группы, но пространственно она более рыхлая и возникает чаще всего между параллельно или антипараллельно расположенными полипептидными цепями. Β-слой называется также складчатым, может играть роль ядра, опорной структуры для располагающихся в пространстве полипептидных цепей. Наибольшее количество аминокислотных остатков, включенных в состав β-структуры, из изученных к настоящему времени ферментов имеет карбоксипептидаза. 

Большое значение для ферментативной активности имеет третичная структура ферментных белков, т.е. свертывание спирализованной, неспирализованной, или частично спирализованной полипептидной цепи в трехмерную фигуру. Третичная структура фермента может играть определенную роль в активации субстрата. Третичная структура очень лабильна, что очень важно для регуляции активности ферментов. Ферментативная активность обычно утрачивается при денатурации, т.е. с разрушением третичной структуры.

Четвертичная структура – взаимное расположение субъединиц в ассоциатах. 
1. Уровни организации белковой молекулы.

1. 1. Четыре уровня организации белковой молекулы

К белкам относят полипептиды, способные самопроизвольно формировать и удерживать определенную пространственную структуру. Белок может функционировать, т. е. выступать в качестве фермента, структурного или транспортного белка, регулятора, токсина, ингибитора только потому, что он обладает вполне определенным пространственным строением. Еще на заре современной химии белка датский биохимик К. Линдерштрем-Ланг предложил рассматривать четыре уровня организации белковой молекулы: первичную вторичную, третичную и четвертичную структуры. Эта классификация закрепилась в литературе, поскольку в ней отразились реальные ступени формирования пространственного строения белковых молекул. 

Первичной структурой называют последовательность аминокислотных остатков в. молекуле белка. Вторичной структурой называют пространственное расположение атомов главной цепи молекулы белка на отдельных ее участках (любой участок белка имеет вторичную структуру). Если Вы забыли о том, какие бывают вторичные структуры, о силах, стабилизирующих эти структуры, загляните в любой учебник по биохимии. Выделяют надвторичные структуры - термодинамически или кинетически стабильные комплексы альфа-спиралей и бета-структур, формирующиеся за счет межрадикальных взаимодействий. Определенные характерные сочетания альфа-спиралей и бета-структур часто обозначают как 'структурные мотивы'. В глобулярных белках обнаружены, например, складка Россмана (βαβαβ-элемент, т. е. 2 сегмента α-спирали, вставленные между тремя параллельными β-цепями), β-меандр (слой из трех антипараллельных β-цепей, «Меандр» - название очень извилистой реки в Греции). Например триозофосфатизомераза и один домен пируваткиназы имеют супервторичную структуру в виде β-бочонка. Структурный мотив 'α-спираль-поворот-α-спираль' обнаружен во многих ДНК-связывающих белках. Более длинная α-спираль располагается в большой бороздке ДНК, а более короткая α-спираль поперек бороздки. Супервторичная структура в виде 'цинкового пальца', где атом цинка связан с радикалами четырех аминокислот, также часто отмечают в ДНК-связывающих белках. Молекулы гистонов объединяются в комплексы с помощью 'лейциновых застежек', в которых лейциновые остатки α-спирали одного белка взаимодействуют с помощью гидрофобных взаимодействий с лейциновыми остатками другого белка. Здесь мы рассмотрим подробнее следующие два уровня пространственной организации. 

Основой функциональности белка, которая требует точной пространственной организации больших ансамблей аминокислот является третичная структура. Третичной структурой называют распределение в пространстве всех атомов белковой молекулы. 

1.2. Силы, стабилизирующие третичную структуру белка.

Для больших групп эволюционно родственных белков, иногда значительно отличающихся по первичной структуре, способ укладки полипептидной цепи остается в главных чертах неизменным. Стабильность третичной структуры зависит от системы нековалентных взаимодействий внутри белковой глобулы. Некоторые белки дополнительно стабилизируются ковалентными - дисульфидными связями; однако немало белков, в том числе достаточно стабильных, вовсе их лишены. Среди нековалентных взаимодействий, реализующихся при образовании пространственной структуры белка, наибольшую точность в фиксировании межатомных расстояний и углов обеспечивают водородные связи.

Попытаемся выяснить насколько выгодно (и выгодно ли) сворачивание развернутой цепи в компактную глобулу. Самопроизвольность протекания любого процесса оценивают с помощью изменения свободной энергии Гиббса

ΔG = -RTlnK = ΔH - TΔS (1.1)

Для самопроизвольно протекающих процессов ΔG<0. Следовательно, процесс выгоден, если он протекает с уменьшением энтальпии или увеличением энтропии. При образовании связей энтальпия системы понижается, при разрыве - возрастает. При свертывании белковой глобулы из цепи никакого выигрыша в числе водородных связей произойти не может, т к одновременно утрачиваются водородные связи цепь - вода. Важно, чтобы неизбежный проигрыш -снижение числа водородных связей в результате того, что при свертывании какие-то полярные группы, погрузившись в глобулу не найдут партнера и не смогут образовать водородную связь, - не оказался слишком значительным. Этим-то и диктуется необходимость образовать максимально высокое их число внутри глобулы, что реализуется при формировании регулярных элементов вторичной структуры. 

При свертывании глобулы убывает энтропия пептидной цепи, но одновременно происходит возрастание энтропии растворителя - воды, что и играет решающую роль в стабилизации третичной структуры белка. 

Прим. Вода представляет собой весьма необычный, в высокой мере структурированный растворитель. Каждая ее молекула способна участвовать в образовании четырех водородных связей с другими молекулами воды. В результате в воде сосуществуют, находятся в динамическом равновесии со свободными молекулами относительно протяженные квазикристаллические льдоподобные структуры. Полярные соединения, в том числе полярные группы белка, относительно легко включаются в такие структуры, устанавливая водородные связи с окружающей белок водой. Неполярные группы включаются в своеобразные «пустоты» в динамической структуре воды.
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Рис. 1. Додекаэдр, образованный молекулами воды, соединенными водородными связями. 

Внутри додекаэдра образуется полость диаметром около 5 ангстрем, в которой может быть размещено гидрофобное соединение. Возникновение таких ячеек означает упорядочение, выключение из хаотического движения значительного числа молекул воды, т. е. уменьшение энтропии растворителя. Уменьшение энтропии, которое оказывается тем большим, чем больше поверхность раздела неполярные группировки - вода, ограничивает растворение углеводородов в воде.

Термодинамически выгодным оказывается расслоение системы, образование двух фаз - водной и углеводородной, что достигается сворачиванием глобулы и установлением гидрофобных контактов между неполярными радикалами. Сближение неполярных групп влечет за собой формирование ван-дер-ваальсовых контактов между ними. Но вклад этих весьма слабых взаимодействий в энергетику процесса свертывания белка невелик, тогда как роль гидрофобных контактов (роль изменения энтропии растворителя) при свертывании белка очень высока. 

Термодинамика свертывания белковой глобулы характеризуется тем, что факторы, способствующие образованию компактной нативной структуры, и факторы, действующие в противоположном направлении, почти сбалансированы. Изменение свободной энергии при свертывании белка, содержащего примерно 100 аминокислотных остатков (ако), составляет около 10 ккал/моль, или всего лишь 0,1 ккал/моль ако. Для сравнения укажем, что энергия водородной связи составляет около 3 ккал/моль. 

Еще важнее, что эта удивительно небольшая величина оказывается разностью двух достаточно крупных, но сбалансированных величин. Поэтому белковая глобула может утрачивать стабильность, разворачиваться уже при относительно небольшом изменении указанных величин. Например, утрата только одной водородной связи при замене в лизоциме фага Т4 thr → ile снижала температуру денатурации белка на 11 градусов. Дестабилизация третичной структуры белка может быть вызвана не только воздействием на белок, но и изменением структуры растворителя. 

В нативном белке неполярные аминокислотные остатки формируют гидрофобное ядро, которое окружено наружной оболочкой, состоящей в основном, из полярных ако. Нередко на поверхности белка образуются гидрофобные пятна, которые могут иметь функциональное значение - участвовать в связывании субстрата или другого лиганда, в белок-белковых взаимодействиях, в частности в стабилизации четвертичной структуры. Полярные остатки, в свою очередь, могут находиться внутри глобулы, где они формируют электростатические или водородные связи. Иногда это также необходимо для выполнения белком своих функций.

В дополнение к нековалентным взаимодействиям в стабилизации третичной структуры белка участвуют дисульфидные связи. Дисульфидные связи встречаются далеко не во всяком белке. Более того, известны весьма стабильные белки, совcем лишенные их. Стабилизация белковой структуры дисульфидными связями объясняется прежде всего тем, что они, сохраняясь в денатурированном белке, резко сокращают число возможных конфигураций развернутой полипептидной цепи, понижая тем самым ее энтропию. Как cледствие, переход от такой развернутой цепи с дисульфидными связями к нативной структуре оказывается сопряженным с меньшей убылью конформационной энтропии и, следовательно, более выгодным, чем при отсутствии дисульфидных связей. Вероятно также, что сохранение в развернутой цепи ковалентных дисульфидных связей между участками, которым надлежит быть сближенными в нативной глобуле, облегчает поиск правильного пути образования пространственной структуры, благоприятно сказывается на кинетике ренатурации белковой молекулы. Очевидно, что оба эти фактора, способствующие ренатурации белковой глобулы и препятствующие ее денатурации, могут действовать только после формирования пространственной структуры белка. Образование же дисульфидных связей в ходе биосинтеза не предшествует свертыванию полипептидной цепи в глобулу, а как бы сопутствует этому процессу, идет параллельно с ним. При формировании белковой глобулы, вероятно, могут возникать промежуточные состояния, где некоторые дисульфидные связи «неправильны». Лишь на конечной стадии может происходить их «корректировка». 

По-видимому, дисульфидные связи важны для стабилизации секреторных и маленьких белков, в которых не может возникнуть обширной системы нековалентных взаимодействий.

1.3. Форма и динамика молекулы белка.

Геометрическая форма глобулярных белков в первом приближении представляет собой эллипсоид вращения, у которого отношение полуосей, как правило, не превышает 2:1. При этом поверхность глобулярных белков как бы изрыта, содержит впадины, щели которые существенны для функционирования белка (активный центр). 

Для пространственной структуры белка характерна определенная динамика. Сиcтема нековалентных связей в белке допускает локальные флуктуации, например частичное и обратимое «расстегивание» α-спиралей или β-структур. Аминокислотные остатки, расположенные на концах упорядоченных элементов вторичной структуры обладают большей подвижностью по сравнению с «внутренними» остатками, перемещение которых потребовало бы серьезных нарушений кооперативной системы нековалентных взаимодействий. В сочетании с наличием небольших пустот все это позволяет молекулам малого размера перемещаться внутри пространственной структуры, несмотря на плотность ее упаковки. Аминокислотные остатки, расположенные на поверхности белка, еще более динамичны. Например, длинные и, как правило, хорошо гидратированные боковые цепи лизина описывают окружности. Нередко значительной подвижностью (до 10 Å) обладают петли нерегулярной структуры на поверхности белка. В то же время многие элементы структуры белков, содержащие компоненты каталитического центра или иные функционально важные остатки, нередко оказываются менее подвижными, чем наружные петли. Этим, видимо, обеспечивается точность их взаимодействия с субстратами и другими лигандами.

Атомные флуктуации могут выполнять роль «смазки» при перемещениях крупных участков структуры, препятствуя их «залипанию», а также помогать «причаливанию», взаимной подгонке поверхностей белковых глобул при образовании ими четвертичной структуры, формировании комплексов ферментов с субстратами и ингибиторами.

Источником первых двух типов движений могут быть тепловые колебания, тогда как движения третьего типа - крупные перестройки, - как правило, происходят за счет энергии взаимодействия белка с теми или иными лигандами. При изменении внешних условий (например, при повышении температуры) твердый белок ведет себя как кристалл - то есть он «терпит» до каких-то пор, а потом разом плавится, - а не теряет своей формы и твердости постепенно, как стекло. Это фундаментальное свойство белков тесно связано с надежностью их работы: как электрическая лампочка, белки ломаются по принципу «все или ничего», а не постепенно (последнее привело бы к ненадежности их действия - к расплыванию специфичности и т.д.). Говоря о твердости, надо различать сравнительно небольшие и действительно твердые однодоменные белки (они состоят из одной компактной глобулы), - и более крупные белки, имеющие либо доменную, либо четвертичную структуру: слагающие их субглобулы могут сдвигаться и раздвигаться, а также слегка, как твердое тело, деформироваться (но не полностью перестраиваться!) при функционировании белка. 

1.4. Четвертичная структура.

Четвертичная структура - последний уровень в организации белковой молекулы, к тому же необязательный. До половины белков ее не имеют. 

Четвертичная структура способна выполнять одну или несколько функций. 

1. Объединение нескольких взаимосвязанных функций в единой структуре. 
Например, протеинкиназа состоит из двух субъединиц, одна из которых катализирует перенос фосфата АТР на белок, а другая является регуляторной. 

2. Архитектурная функция. 
В триозофосфатизомеразе зона связывания субстрата образована двумя субъединицами, которые при взаимодействии с фосфатной группой субстрата сближаются, закрывая его от окружающего растворителя, так что реакция протекает при полном его отсутствии. 

3. Обеспечение множественных взаимодействий белка с протяженными структурами. 
За счет существования четвертичной структуры иммуноглобулины G объединяют в одной молекуле два идентичных центра связывания антигена. Кооперативность взаимодействия таких центров с макромолекулярными антигенами, например, бактериальными стенками, делает комплексы антиген-иммуноглобулин гораздо более прочными, чем это наблюдалось бы для мономерного белка. 

4. Регуляторная функция. 
Главная функциональная особенность четвертичной структуры, по-видимому, смысл ее существования, состоит в том, что относительно слабые взаимодействия между субъединицами, характер которых существенно зависит от третичной структуры каждой из них, особенно удобны для регуляторных воздействий, управления активностью белков. Ввиду относительной слабости межсубъединичных контактов изменения в третичной структуре какой-либо субъединицы, вызванные ее взаимодействием с субстратом или иным лигандом, передаются на зону ее контакта с другой субъединицей, изменяя характер этой зоны. Такое изменение приводит к перестройке всей четвертичной структуры и обеспечивает передачу эффекта от одной субъединицы к другим. 

Зона контакта между субъединицами, будучи относительно слабым элементом белковой структуры, легко воспринимает и изменения, происходящие при посттрансляционной модификации белка, например, при включении или отщеплении фосфатного остатка, что опять таки используется как регуляторный механизм. 

Примером белка, четвертичная структура которого обеспечивает очень сложную регуляцию, является аспартаткарбамилтрансфераза E.coli.

Это ключевой фермент в биосинтезе пиримидинов. Шесть каталитических субъединиц объединяются в два тримера, которые в ответ на присоединение субстратов могут в большей или меньшей степени взаимодействовать между собой. Конечный продукт пути биосинтеза пиримидинов (СТР) связывается с регуляторными субъединицами и изменяет их конформацию, которое через перестройку четвертичной структуры передается на каталитические субъединицы.

2. Механизмы формирования пространственной структуры белка.

Синтезируемые в клетке полипептидные цепи, образованные в результате последовательного соединения аминокислотных остатков, представляют собой как бы полностью развернутые белковые молекулы. Для того, чтобы белок приобрел присущие ему функциональные свойства, цепь должна определенным образом свернуться в пространстве, сформировав функционально активную ("нативную") структуру. 

Несмотря на громадное число теоретически возможных для отдельной аминокислотной последовательности пространственных структур, сворачивание каждого белка приводит к образованию единственной нативной конформации. Таким образом, должен существовать код, определяющий взаимосвязь между аминокислотной последовательностью полипептидной цепи и типом пространственной структуры, которую она образует. 

Загадочность самоорганизации белков (и РНК) суммируется "парадоксом Левинталя". Загадка состоит вот в чем. У белковой цепи есть бездна возможных конформаций (каждый аминокислотный остаток имеет около 10 возможных конформаций, то есть цепь из 100 остатков - порядка 10100 возможных конформаций). Так что белок должен искать "свою" пространственную структуру среди порядка 10100 И так как переход из одной конформации в другую занимает 10-13 секунды как минимум, 'тупой' перебор всех 10100 структур должен был бы занять порядка 1080 лет, на фоне которых время жизни нашей Вселенной - - 1010 лет - величина бесконечно малая... Вопрос: как белок может "найти" свою структуру за минуты? 

Парадокс же заключается в следующем. С одной стороны, нативная пространственная структура по всем тестам ведет себя как самая стабильная из всех существующих структур цепи: белковая цепь попадает в нее при разных кинетических процессах [и при сворачивании на рибосоме в процессе биосинтеза, и после секреции сквозь мембрану, и при сворачивании в пробирке (ренатурации), - чем бы и как бы она ни была в этой пробирке развернута]. С другой стороны, нет никаких гарантий, что эта структура - самая стабильная из всех возможных: у белковой цепи просто нет времени на то, чтобы убедиться в этом! 

Как же белок выбирает свою нативную структуру среди бесчисленного множества возможных? - спросил Сайрус Левинталь, и ответил: - По-видимому, самоорганизующийся белок следует по какому-то специальному "пути сворачивания", и та структура, где этот путь заканчивается, и является его нативной структурой. Иными словами, Левинталь предположил, что нативная структура белка определяется не стабильностью, не термодинамикой, а кинетикой, т.е. она соответствует не глобальному, а просто быстро достижимому минимуму свободной энергии цепи. 

'Вопрос о том, что именно - кинетика или термодинамика - определяет укладку белковой цепи - отнюдь не чисто умозрительный. Он постоянно возникает на пути решения конкретных задач физики белка, - идет ли речь о предсказании структуры белка по его аминокислотной последовательности (надо знать, что предсказывать: самую стабильную или самую быстро сворачивающуюся его структуру), или о дизайне новых, не встречающихся в природе белков (надо знать, что делать: максимально усиливать стабильность желаемой структуры или пролагать максимально быстрый путь к ней). Решение "парадокса Левинталя" состоит в том, что к стабильной структуре цепи автоматически ведет сеть быстрых путей сворачивания. Для этого необходимо только, чтобы между нативной укладкой цепи и прочими ее глобулярными укладками существовала бы заметная энергетическая щель. 

И так, образование пространственной структуры - процесс спонтанный, не требующий ни дополнительной информации, ни источника энергии. Структуру белка определяет его аминокислотная последовательность (а значит генетический код), а не работа сложных синтезирующих машин в клетке. Основная задача всех внутриклеточных приспособлений и помощников - оберегать сворачивающийся белок от нежелательных контактов, которых было бы не избежать без строгого ока 'воспитателей'. Строго говоря, белок способен к спонтанной самоорганизации и ренатурации, только если он не подвергся сильной пост-трансляционной модификации - т.е. если его химическая структура не была сильно нарушена после биосинтеза. Например, инсулин (где половина цепи вырезается уже после того, как он свернулся) не способен к ренатурации. Пост-трансляционные модификации бывают самые разные. Как правило, химические модификации контролируются специальными ферментами, а не "самоорганизуются" в самом белке. Кроме расщепления белковой цепи, наблюдается модификация концов цепи, ацетилирование, гликозилирование, пришивание липидов в определенные точки цепи, фосфорилирование определенных боковых групп, и т.д., и т.п. Недавно был обнаружен даже "сплайсинг" белковых цепей (спонтанное вырезание куска цепи и склейка образовавшихся при этом концов). Изредка наблюдается и спонтанная циклизация кусочков белковой цепи. 

Рассмотрим как происходит процесс сворачивания белка в клетке. Полипептидная цепь строится путем последовательного роста на рибосоме от N-конца к С-концу. Факторы, определяющие сворачивание N-концевой части растущего пептида будут различны в зависимости от того насколько удален рассматриваемый участок от фиксированного С-конца. Можно рассмотреть 3 различные ситуации, в которых оказываются аминокислотные остатки растущего пептида. 

  1. В пептидилтрансферазном центре рибосомы 2 аминокислотных остатка всегда находятся в однотипной ориентации по отношению друг к другу, соответствующей альфа-спиральной конформации. 

  2. Участок растущего пептида длиной 30 - 40 остатков все еще оказывается закрытым рибосомой. Наиболее вероятной его конформацией при этом является α-спираль. 

  3. Пептидная цепь, удаленная от пептидилтрансферазного центра далее 30 - 40 аминокислотных остатков погружается в цитоплазму или мембрану эндоплазматического ретикулума. Однако и здесь ситуация отлична от спонтанной ренатурации in vitro. 

Во-первых, сворачивание начинается со стартовой конформации, поддерживаемой рибосомой. Во-вторых, поиск путей сворачивания идет последовательно с растущего N-концевого участка. В-третьих, в процессе сворачивания С-конец фиксирован. 

То, что сворачивание пептида происходит ко-трансляционно, подтверждает например синтез бета-галактозидазы. Ферментативная активность этого белка требует формирования четвертичной структуры. Оказалось, что растущая цепь, еще до своего завершения, будучи присоединенной к рибосоме, уже способна ассоциировать со свободными субъединицами белка, и комплекс на рибосоме проявляет ферментативную активность. Кроме того, рибосомы, несущие растущие цепи β-галактозидазы, реагируют с антителами против готового фермента еще задолго до завершения трансляции мРНК. 

Другими словами, рибосома может способствовать определенному пути сворачивания. Благодаря существующей внутри клетки высоко координированной системе регуляции, полипептидная цепочка с самого момента своего "рождения", сходя с рибосомы, попадает под контроль факторов, которые, не изменяя специфического пути сворачивания (определяемого генетическим кодом), обеспечивают оптимальные условия для реализации быстрого и эффективного образования нативной пространственной структуры. Не смотря на 'избранный' путь, определенный рибосомой, те же пространственные структуры белков получаются и после транслокации более или менее развернутой цепи через мембрану, и in vitro, при сворачивании (ренатурации) целой белковой цепи из развернутого состояния. Это значит, что детальная последовательность действий не играет решающей роли при сворачивании белка. 

Образование пространственной структуры белка - процесс многостадийный. Способность того или иного участка полипептидной цепи образовывать элемент вторичной структуры (например, свернуться в α-спираль) зависит от характера аминокислотной последовательности данного отрезка цепи. Таким образом, число и расположение α -спиралей, β-тяжей и петель по ходу полипептидной цепи различно у разных белков и определяется генетическим кодом. Этим объясняется потенциальная способность любой полипептидной цепи к спонтанному сворачиванию в уникальную третичную структуру. 

Согласно современным представлениям, процесс сворачивания имеет иерархическую природу. 

Стадии сворачивания полипептидной цепи в нативную конформацию
1. Очень быстрое формирование элементов вторичной структуры, служащих как бы "затравками" для образования более сложных архитектурных мотивов (за десятую долю микросекунды альфа-спираль охватывает пептид из 20-30 остатков) 
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2. Специфическая ассоциация некоторых элементов вторичной структуры с образованием супервторичной структуры: сочетания нескольких α-спиралей, нескольких β-цепей либо смешанные ассоциаты данных элементов (тоже очень быстрая стадия) 
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3. Формирование 'расплавленной глобулы' (создание основных элементов третичной структуры - сочетание α-спиралей, β-тяжей, соединяющих петель и образование гидрофобного ядра молекулы) 

4. Формирование нативной структуры белка 
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Таким образом, α-спираль можно рассматривать как стартовую структуру при сворачивании полипептидной цепи в нативную конформацию. В развернутой цепи белка α-спираль термодинамически является наиболее вероятной структурой. Полипептидная цепь с любой аминокислотной последовательностью может быть свернута в α-спираль без нескомпенсированной потери водородных связей. Даже остатки пролина могут быть введены во внутренние витки спирали с незначительными искажениями структурных параметров классической α-спирали. Дальнейшее формирование элементов третичной структуры осуществляется плавлением концов α-спиралей и контролируется первичной структурой как расплавленного участка, так и, по крайней мере, концевого витка спирали. Другими словами, пространственная структура белка закодирована распределением аминокислотных боковых цепей на поверхности α-спирали. В отличие от α-спирали, β-структура в развернутой цепи формируется крайне медленно. Время ее формирования составляет секунды и более. 

Любой процесс может протекать самопроизвольно, только если ΔG < 0. Движущей силой процесса может быть либо уменьшение энтальпии, которое происходит при образовании связей, либо увеличение энтропии (см. уравнение (1)). На первом этапе движущей силой процесса является образование водородных связей. Основной движущей силой второй и третьей стадий является возрастание энтропии за счет гидрофобных взаимодействий. Гидрофобный эффект берет на себя, грубо говоря, три четверти работы по созданию белковой глобулы. Но он сам по себе не может создать нативный твердый белок. Он создает лишь расплавленную белковую глобулу, о которой речь впереди. Отвердевает белок, как и все органические жидкости, под действием Вандерваальсовых сил, а также водородных и ионных связей - взаимодействий более специфичных и более чувствительных к деталям атомной структуры, чем простая водобоязнь. Но это - окончательная огранка, а большая часть работы, вся черновая работа падает на гидрофобный эффект. 

Более подробно рассмотрим третью стадию формирования пространственной структуры. Молекула приобретает пространственную структуру, близкую к структуре нативного белка. Вместе с тем, она еще не обладает присущей данному белку функциональной активностью. Это состояние, получившее название "расплавленная глобула", отличается от нативного меньшей степенью упорядоченности структуры. 
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На рисунке схематично показано, что размер спиральных участков (цилиндры) в расплавленной глобуле несколько меньше, неполярные группы, формирующие гидрофобное ядро молекулы, "упакованы" недостаточно плотно. В глобуле возникают пoры, куда вода проникает, не разваливая расплавленную глобулу. Отсутствие ряда специфических взаимодействий приводит к изменению ориентации подвижных петель; в целом молекула более лабильна и склонна к "слипанию" с другими такими же молекулами с образованием агрегатов. Таким образом, неспецифическая агрегация может уменьшать число молекул белка, находящихся на правильном пути сворачивания, то есть снижать эффективность этого процесса. Как показали модельные эксперименты, проведенные in vitro, образование "расплавленной глобулы" происходит значительно быстрее, чем ее переход в нативную структуру. Эта реакция, связанная с перебором разных конформаций, является, таким образом, самой медленной стадией процесса сворачивания (от секунд до десятков минут). 

Вероятность агрегации сильно возрастает при повышении температуры (подумайте: почему?) и концентрации белка, поэтому эффективное спонтанное сворачивание полипептидной цепи происходит в разбавленных растворах и при низких температурах. Условия, существующие в клетке, сильно отличаются по этим параметрам. И вместе с тем, в физиологических условиях вновь синтезируемые полипептидные цепи сворачиваются достаточно быстро и эффективно. Следовательно, в клетке должны существовать специальные механизмы регуляции процесса сворачивания. 

Прежде чем перейти к рассмотрению этих механизмов, отметим, что изображенная выше схема описывает стадии сворачивания полипептидной цепи, кодируемой одним геном. Многие белки, однако, возникли в процессе эволюции в результате слияния разных генов; участки полипептидных цепей таких белков, кодируемые разными генами, сворачиваются независимо друг от друга, по разным путям и с разными скоростями, образуя после сворачивания глобулярные структуры, называемые доменами. Формирование нативной структуры белков, состоящих из двух или более доменов, усложняется за счет дополнительной стадии - установления специфических контактов между доменами. Ситуация еще более усложняется, когда функционально активна олигомерная форма белка. В этих случаях добавляется еще одна стадия - установление контактов между субъединицами. Хотя формирование междоменных и межсубъединичных контактов может оказать определенное влияние на скорость и эффективность сворачивания полипептидной цепи, этот аспект проблемы мы рассматривать не будем, сосредоточив внимание на простом случае сворачивания отдельного домена. 

3. Внутриклеточная регуляция формирования пространственной структуры белка.

Согласно современным представлениям, клетка располагает, по крайней мере, двумя типами механизмов регуляции формирования пространственной структуры белка: 

1. основан на регуляции скорости превращения «расплавленной глобулы» в нативную структуру; 

2. обеспечивает защиту частично свернутого белка от неспецифической агрегации. 

3. 1. Ферменты, ускоряющие процесс сворачивания

Сворачивание полипептида в клетке сопровождается ферментативными модификациями цепи. Деформилаза отщепляет формильную группу концевого метионина вскоре после выхода N-конца растущей цепи из рибосомы. Аминопептидаза способна отщеплять N-концевой метионин. Мембранная сигнальная пептидаза отщепляет сигнальный пептид. Несколько ферментов принимают участие в гликозилировании белка. 

Как уже отмечалось, стадия превращения «расплавленной глобулы» в нативный белок является самой медленной, ограничивающей скорость всего процесса. Это обусловлено тем, что установление «оптимального набора» специфических взаимодействий, стабилизирующих нативную конформацию, связано с необходимостью структурных перестроек, происходящих относительно медленно. К их числу относится цис-транс-изомеризация пептидной связи, предшествующей остатку пролина. 

Поскольку транс-конформация более стабильна, она преобладает во вновь синтезированной полипептидной цепи. Однако для образования нативной структуры белка необходимо, чтобы около 7% связей, образованных остатками пролина, изомеризовались в цис-конформацию. Эта реакция, приводящая к повороту цепи на 180° вокруг C-N связи, идет чрезвычайно медленно. In vivo она ускоряется благодаря действию специального фермента - пептидил-пролил-цис/транс-изомеразы. 
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Второй фермент, ускоряющий процесс сворачивания, катализирует образование и изомеризацию дисульфидных связей. Он локализуется в просвете эндоплазматического ретикулума и способствует сворачиванию секретируемых клетками белков, содержащих дисульфидные мостики (например, инсулин, рибонуклеаза, иммуноглобулины). 
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Рис. 2. Образование дисульфидных связей, стабилизирующих нативную структуру белка, и расщепление «неправильных» S-S-мостиков протеиндисульфидизомеразой (1а, 1б - образование смешанного дисульфида; 2а - образование «неправильной» дисульфидной связи, 2б - образование нового S-S-мостика) 

Характерная особенность обоих ферментов состоит в том, что они не способны связываться с нативными белками; их субстраты имеют частично развернутую структуру, близкую к состоянию «расплавленной глобулы». Ускоряя стадии, лимитирующие скорость сворачивания, ферменты способствуют удержанию белка на правильном пути приобретения нативной структуры, снижая риск протеолитической деградации и агрегации лабильных промежуточных форм. 

3.2. Шапероны и шаперонины.

Кроме ферментов в формировании пространственной структуры белка участвуют специальные белки, увеличивающие эффективность сворачивания полипептидной цепи в нативную конформацию. В середине 80-х годов началась новая эра в исследовании механизмов регуляции сворачивания белков in vivo. Было обнаружено, что в клетке существует особая категория белков, основной функцией которых является обеспечение правильного характера сворачивания полипептидных цепей в нативную структуру. Эти белки, связываясь с развернутой или частично развернутой конформацией полипептидной цепи, не дают ей «запутаться», образовать неправильные структуры. Они удерживают частично развернутый белок, способствуют его переносу в разные субклеточные образования, а также создают условия для его эффективного сворачивания. Эти белки получили название «молекулярные шапероны», образно отражающее их функцию (chaperon - пожилая дама, сопровождающая молодую девушку на балы и пр., наставник, сопровождающий группу молодежи). К настоящему времени описано несколько классов шаперонов, различающихся по структуре и специфическим функциям. Все шапероны являются так называемыми «белками теплового шока», синтез которых резко увеличивается в стрессовых для клетки ситуациях. Поэтому сокращенное название этих белков - hsp (heat shock proteins). Однако и в нормальных условиях каждая клетка содержит определенный набор шаперонов, необходимых для ее жизнедеятельности. Классификация шаперонов основана на величине молекулярной массы составляющих их субъединиц, которая варьирует от 10 кДа (hsp10) до 90 кДа (hsp90) и выше. По характеру выполняемых этими белками функций их можно разделить на два больших семейства - шапероны, или hsp70, и шаперонины, к которым относятся hsp60 и hsp10. 
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Рис. 3. Функции шаперонов в клетке. 

Шапероны удерживают белки в развернутом состоянии. Взаимодействие шаперонов с синтезируемым белком начинается еще до схождения полипептидной цепи с рибосомы. Связываясь с отдельными участками «опекаемой» ими полипептидной цепи, молекулы hsp70 образуют прочные комплексы, удерживающие цепь в развернутом состоянии. Взаимодействие не является специфическим и в основном реализуется благодаря силам гидрофобного характера. Прочно фиксированная на шаперонах полипептидная цепь не способна к сворачиванию в нативную структуру, так как не обладает необходимой для этого подвижностью. Главная функция hsp70 состоит в удержании вновь синтезируемых белков от неспецифической агрегации и в их передаче другому «белку-помощнику», шаперонину, роль которого - обеспечить оптимальные условия для эффективного сворачивания (рис 3). 

В клетках эукариот шапероны выполняют также важную роль в транспорте белков через мембраны митохондрий, хлоропластов и эндоплазматического ретикулума. Такой транспорт необходим, так как многие белки клеточных органелл синтезируются в цитоплазме, а окончательно сворачиваются в месте своей постоянной локализации. Роль hsp70, «подносящего» к мембране частично развернутый белок, становится понятной, если учесть, что разворачивание - обязательное условие проникновения белковой молекулы через мембрану. Интересно, что митохондриальный матрикс содержит собственные шапероны, «подхватывающие» пересекающий мембрану белок и способствующие его «втягиванию» в митохондрию. Аналогичный механизм реализуется и при проникновении синтезированных в цитоплазме белков в просвет эндоплазматического ретикулума. 

Возникает вопрос: от чего же зависит прочность связывания шаперона с полипептидной цепью? Каков механизм, позволяющий развернутому белку освободиться от hsp70 и перейти на шаперонин (hsp60)? Детальные исследования, проведенные на системах белков, выделенных из клеток бактерий, показали, что главным фактором является способность шаперона связывать АТФ, в определенных условиях осуществлять его гидролиз и изменять прочность взаимодействия с полипептидной цепью в зависимости от природы связанного нуклеотида (АТФ или АДФ). С многодоменными белками в клетке работают «большие» шапероны, или шаперонины типа GroEL и GroES или TriC. 

В отличие от довольно просто построенных шаперонов (состоящих из одной-двух полипептидных цепей), шаперонины представляют собой сложные олигомерные структуры. 
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Рис. 4. Структура шаперонина hsp60. 

Наиболее изученные hsp60 митоходрий, а также клеток E. coli, построены из 14 субъединиц, организованных в два семичленных кольца, лежащих одно под другим. В центре построенного таким образом цилиндра имеется полость - канал (диаметром 45 ангстрем), в котором и происходит сворачивание полипептидной цепи, перешедшей на шаперонин с шаперона hsp70. Иногда такую «пробирку» называют «ячейкой Анфинсена». После того как в канал молекулы шаперонина попадает полипептидная цепь, вход прикрывает hsp10 - белковое кольцо, построенное из 7 субъединиц. 

Создав шаперонины, природа нашла элегантный способ обеспечить сворачивание белка в условиях, исключающих его агрегацию с другими белками внутри клетки. Действительно, попадая в центральный канал молекулы шаперонина, единичная полипептидная цепь оказывается полностью изолированной и получает возможность реализовывать медленные стадии сворачивания с очень высоким выходом нативного белка. Как и в случае hsp70, связывание развернутого белка с шаперонином и его отщепление регулируются АТФ-азной активностью шаперонина. В связывании сворачивающегося белка (находящегося в состоянии «расплавленной глобулы») может принимать участие каждая из 14 субъединиц олигомерной молекулы шаперонина. Количество мест связывания зависит от стадии сворачивания: чем ближе структура к нативной, тем меньше участков, «распознаваемых» шаперонином. Роль маленького шаперонина hsp10, называемого ко-шаперонином, закрывающего вход в центральный канал, состоит в том, чтобы предотвращать «преждевременный» выход во внешнюю среду белка, не завершившего окончательное сворачивание в нативную структуру. 

[image: image10]
Рис. 5. Модель сворачивания белков с участием шаперонинов. Овальными фигурами обозначены структурные состояния шаперонина hsp60 с сильным сродством к развернутому белку, прямоугольными фигурами - состояния, в которых шаперонин такой белок не связывает. Вверху показан hsp10, который диссоциирует по окончании сворачивания. 1- белок в состоянии «расплавленной.глобулы» связывает гидрофобные участки «стенок» центрального канала молекулы шаперонина. Это взаимодействие стимулирует присоединение АТФ, в результате которого структура шаперонина меняется (гидрофобные участки «стенок» экранируются), и белок освобождается, переходя в центральный канал (2). Спонтанное сворачивание будет продолжаться до тех пор, пока не произойдет гидролиз АТФ и переход шаперонина в состояние, способное связывать частично развернутый белок (3). Стадии 1, 3, 5 различаются количеством «развернутых» участков структуры белка, взаимодействующих со «стенками» центрального канала. Стадия 7:- нативный белок, не способный связываться с шаперонином, выходит наружу.

Данная модель дает лишь самое общее представление о механизмах функционирования шаперонинов. Она основана на изучении этих белков, изолированных из митохондрий или бактериальных клеток. Между тем, недавно было выяснено, что цитоплазматический шаперонин клеток эукариот весьма существенно отличается по своим свойствам: он построен из неодинаковых субъединиц и, по-видимому, не взаимодействует с ко-шаперонином. Вероятно, что общие принципы функционирования, установленные для hsp60, распространяются и на этот шаперонин, однако конкретные механизмы, вовлеченные в регуляцию эффективности сворачивания белков в разных компартментах клетки, могут существенно различаться. 

3.3. Роль белок-белковых взаимодействий в формировании пространственной структуры.

Накопленная к настоящему времени информация позволяет заключить, что определяющую роль в регуляции формирования пространственной структуры белка играют белок-белковые взаимодействия. Они реализуются, во-первых, между выставленными на поверхность участками полипептидной цепи и специальными белками, имеющими две функции: 1) предотвращать неспецифическую агрегацию вновь синтезируемых белков и 2) обеспечивать транспорт этих белков в те внутриклеточные компартменты, где они постоянно локализуются и функционируют. Такая, образно выражаясь, диспетчерская роль шаперонов дополняется их участием в проникновении белков через мембраны. Способность шаперонов (и шаперонинов) распознавать ненативные участки структуры белков лежит также в основе элегантного механизма, обеспечивающего чрезвычайно высокую эффективность сворачивания (рис. 5). 

Второй уровень белок-белковых взаимодействий, вовлеченных в регуляцию сворачивания белка in vivo - это взаимодействия между субъединицами в сложных молекулах шаперонинов, обеспечивающие согласованное изменение их конформации в каждом цикле сворачивания. Эта очень интересная область остается пока почти не разработанной. 

Не подлежит сомнению, что важнейшую роль в регуляции сворачивания белков in vivo играют белок-белковые взаимодействия третьего уровня, возникающие между отдельными белками-шаперонами. Скорее всего, клетка располагает высокоорганизованными ансамблями белков, действующих согласованно. В состав таких ансамблей, вероятно, образующихся в цитозоле эукариотической клетки, входят, помимо hsp70, шапероны других типов (например, hsp90 и связанные с ним низкомолекулярные шапероны, не требующие АТФ для своего функционирования), ферменты, ускоряющие процесс сворачивания, а также ряд других белков, роль которых пока остается неясной. Расшифровка молекулярных механизмов функционирования таких «машин сворачивания» - одна из актуальных проблем современной науки. 

Заключение 

Мы начали изучение курса «Энзимология» с рассмотрения общих принципов пространственной организации молекулы белка, механизмов формирования пространственной структуры, потому что невозможно понять как функционирует фермент, не зная как он устроен. Работа ферментов основана на высоко специфическом взаимодействии белков с молекулой-лигандом, для которого необходима устойчивая пространственная структура. Влияние внешних факторов, различных лигандов, эффекторов на активность фермента можно лучше понять, имея представление о механизме формирования пространственной структуры фермента. В следующей лекции мы рассмотрим структуру белка на уровне доменов, узнаем какую роль играет доменная организация молекулы фермента в катализе. 
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1. Домены и формирование пространственной структуры белка.

Свойственный белкам способ организации пространственной структуры - формирование гидрофобного ядра и мозаичной поверхности, содержащей как гидрофильные, так и гидрофобные элементы, - ограничивает размеры глобулы, поскольку с увеличением ее объема труднее сформировать строго гидрофобное ядро. (Ограничение по размеру с другой стороны связано с невозможностью формирования хорошо развитой системы нековалентных взаимодействий в коротких пептидах.) Начиная примерно с молекулярной массы 14-16 кДа полипептидная цепь формирует 2 (или более) домена. Доменами называют области в третичной структуре белка с определенной структурной автономией. Домены составляют подуровень структурной организации белка на пути от вторичной к третичной структуре, и свертывание достаточно крупных белковых глобул при биосинтезе белка проходит, вероятно, через стадию формирования доменов. Как правило, домены могут независимо от других частей белковой молекулы поддерживать и даже формировать пространственную структуру. Удается выделить домены с помощью ограниченного протеолиза. 

Представление о пространственной организации белковой цепи не только в виде цельной компактной глобулы, но и в форме нескольких слабо связанных между собой глобулярных областей неоднократно высказывалось рядом авторов при анализе кристаллографических структур отдельных белков. Впервые это было сделано Д. Филлипсом в 1996 г. при описании структуры лизоцима в виде нескольких 'компактных глобулярных блоков'. Подобные, но более обособленные друг от друга структурные образования были отмечены у иммуноглобулинов Б. Каннингхэмом и сотр. в 1971 г. Для характеристики трехмерных структур белков этой группы ими была сформулирована гипотеза доменов в предположении о независимости генетического контроля каждой структурно автономной области. Доменная организация трехмерной структуры была отмечена в 1972 г. Дж. Бирктофтом и Д. Блоу у альфа-химотрипсина. Нативная конформация этого белка включает 2 домена, каждый из которых имеет цилиндрическую форму, образованную шестицепочечной антипараллельной бета-структурой. Такой же топологией обладают трехмерные структуры эластазы и трипсина, а также структуры аспартатных протеиназ (пепсина). Четко делится на 2 части также нативная конформация папаина. Но здесь домены имеют разную структуру: один содержит только альфа-спирали, а другой - преимущественно бета-структуры. Однако в доменизации папаина вторичные структуры не играют существенной роли, поскольку содержание альфа-спиралей (очень неправильных) в белке не превышает 20%, а бета-структур - немногим более 10%. 

Д. Уетлауфер объясняет существование доменов спецификой механизма самопроизвольной сборки аминокислотной последовательности в нативную конформацию. Он различает 2 вида доменов: с непрерывной и разрывной полипептидной цепью. Элементом, цементирующим структуру домена, считается ядро (нуклеация) из 8 - 18 остатков. Ядро служит матрицей для укладки полипептидной цепи домена размером в 40 - 150 аминокислотных остатков. Такая организация домена обеспечивает быструю спонтанную сборку всей структуры белка. 

Отдельные домены сложных белков кодируются разными экзонами. Парвис и соавт. идентифицировали в составе гена трехдоменной пируваткиназы участок, отвечающий продолжительной паузе в трансляции аминокислотной последовательности. Авторы предполагают, что подобные паузы необходимы для обеспечения правильной сборки мультидоменных белков.

Четкой корреляции между доменной организацией и размером белка не существует. Например, молекулы бактериохлорофилла (330 а к) и карбоксипептидазы (307) представляют собой цельные глобулы. А лизоцим Т4 (164) и протеиназа 13 (186) состоят из двух доменов. Отсутствует какая-либо связь между доменной организацией и содержанием в белке вторичных структур. Известны домены, в которых альфа-спирали и бета-структуры составляют около 50% (термолизин), и домены, в которых они вообще отсутствуют (центральный домен из 200 остатков тирозин-тРНК-синтетазы. 

Часто структурная автономия дополняется функциональной. Например, нуклеотид-связывающий домен дегидрогеназ, имеющий независимо от конкретной функции того или иного фермента одинаковый способ укладки полипептидной цепи, ответствен за взаимодействие с одним из субстратов реакции - коферментом NAD или NADH. Аминоконцевые домены (кринглы) ферментов системы свертывания крови обеспечивают связывание с липидами мембран и другими белками. Аминоконцевые домены иммуноглобулинов формируют центр связывания антигена.[image: image21.png]




Рис. 6. Третичная структура одного из доменов протромбина. При активации этот домен - первый крингл (остатки 66-144) - обеспечивает связывание протромбина с фосфолипидом. Зачернены дисульфидные связи.


Однако в ряде случаев для доменов нельзя указать отдельной функциональной роли. Например, в структуре папаина хорошо различимы два домена. Во впадине, разделяющей домены, расположен каталитический центр, причем образующие его функциональные группы размещены в обоих доменах (cys-25, his-159, asn-175). 
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Рис. 7. Домены в структуре протеолитического фермента папайи - папаина. 
Прерывистыми линиями намечено направление впадины между двумя доменами, в которой связывается субстрат и размещен каталитический центр. Дисульфидные связи заштрихованы.
Наличие доменов создает структурные предпосылки для большей внутренней гибкости, динамики белковых молекул, достигаемой смещением доменов относительно друг друга. Предполагают, что домены соответствуют раннему этапу эволюции пространственной структуры многих белков, образовавшихся из глобул существенно меньшего размера. Например, необычно маленькая протеиназа вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), пептидная цепь которой состоит всего лишь из 99 ако, по способу свертывания похожа на домены пепсина - протеиназы, действующей по сходному механизму. Поскольку протеиназа ВИЧ активна только как димер, можно предполагать, что она эволюционно родственна какому-то древнему предшественнику доменов пепсина. Тот факт, что границы доменов соответствуют границам экзонов, позволяет предполагать, что они могли выступать как своеобразные блоки в процессе эволюции белков. Иногда один и тот же домен встречается более одного раза даже в мономерном белке, что придает структуре элементы квазисимметрии. Такого рода связки однотипных доменов могли образоваться за счет дупликации генов, тогда как соединение различных доменов, как считают, произошло в результате слияния генов. Видимо, ферменты, как и другие глобулярные белки, сконструированы по модульному принципу: различные элементы, необходимые для выполнения биологических функций, объединены в одной полипептидной цепи.

2. Активный центр.

Удивительная особенность ферментативного катализа состоит в том, что фермент специфическим образом связывает субстрат, и все реакции протекают внутри фермент-субстратного комплекса. Область ферментативной молекулы, в которой происходит связывание и превращение субстрата, называется активным центром. Сначала мы рассмотрим, что представляет собой активный центр свободного фермента, а затем обсудим вопрос о целесообразности формирования комплекса фермент- субстрат для протекания реакции. 

Активный центр формируется из фрагментов полипептидной цепи, в том числе из отдельных аминокислот, содержащих разнообразные функциональные группы. Некоторые из них принимают участие в сорбции субстрата на ферменте, другие - катализируют его химическое превращение. К каталитически активным радикалам белка относятся нуклеофильные группы (имидазол гистидина, оксигруппа серина или тирозина, тиольная группа цистеина, ε-аминогруппа лизина, ионизированные карбоксилы аспарагиновой и глутаминовой кислот и др.) и электрофилы (ион имидазолия, неионизованные карбоксильные группы, ионы металлов и т. п.). В первичной структуре молекулы фермента группы активного центра обычно удалены друг от друга. Однако в третичной структуре аминокислотные остатки, принимающие участие в катализе, некоторым образом фиксированы (ориентированы) в сближенном состоянии, удобном для «одновременного» их взаимодействия с сорбированной молекулой субстрата. 

В формировании активного центра принимают участие также молекулы воды, входящие в гидратационные слои, а в ряде случаев ионы металлов, связанные с белком, и органические кофакторы. Определенную жесткость такой конструкции придают α-спирали, β -структуры и дисульфидные мостики. 

Следовательно, структурные особенности поверхностного слоя белковых глобул позволяют сосредоточить в активном центре большое число различных по химической природе функциональных групп, способных не только сорбировать субстрат на ферменте, но взаимодействовать с ним также и химически. 

Изучая структуры белков, легко заметить, что очень часто активный центр помещается в их «стандартном дефекте», в стандартно расположенной (т.е. определяемой мотивом укладки цепи, а не боковыми группами) вмятине в архитектуре белковой глобулы: такая вмятина автоматически способствует окружению субстрата одновременно многими боковыми цепями белка. Столь же обычным местом активного центра является место стыка доменов. Рисунок 8 показывает активный центр сериновых протеаз типа трипсина, - он находится на стыке двух β-структурных доменов. 
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Рис. 8. Положение активного центра в сериновых протеазах типа трипсина. Показаны части активного центра: каталитического центра, где выделены боковые группы «триады переноса заряда» - Ser195 (оранжевый), His57 (синий) и Asp102 (малиновый), и субстрат-связывающего центра, где зеленым изображены NH-группы, образующие оксианионовую дыру, голубым - неспецифическая субстрат-связывающая площадка, и желтым - группы, выстилающие специфический субстрат-связывающий карман.

Такое положение активного центра обусловливает формирование особой среды, отличающейся от той, что окружает молекулы в растворе (клетке). Среда активного центра отличается, как правило, сильно развитой микрогетерогенностью. Это связано с тем, что в образовании поверхностного слоя белка принимают участие не только заряженные и полярные аминокислотные остатки (которым, поскольку они сильно сольватированы, термодинамически выгодно контактировать с водой), но также частично и аполярные (углеводородные) боковые группы. Например, для α-химотрипсина методом рентгеноструктурного анализа было найдено, что в поверхностный слой входят 10 остатков лей (из19), 10 вал (из 23), 10 иле (из 15). Более того, все остатки фен (6) расположены непосредственно на поверхности глобулы. В поверхностный слой прочно встроены также и молекулы воды. 

В целом микросреда поверхностного слоя обладает, как правило, более низкой диэлектрической проницаемостью (присущей органическим растворителям) по сравнению с водой. Так, значение диэлектрической проницаемости в сорбционном участке активного центра химотрипсина меньше10 (для воды ε = 80, в бутаноле ε = 8, в октане ε = 2). 

Микросреда поверхностного слоя обнаруживает также сильно пониженную полярность по сравнению с водой. На это указывают, в частности, результаты сравнения УФ- и видимых спектров поглощения или спектров флуоресценции ароматических соединений в воде, в органическом растворителе и при солюбилизации их в поверхностном слое белковой глобулы. В тех участках ферментной глобулы, где непосредственно происходит гидрофобное взаимодействие аполярных аминокислотных остатков полипептидных цепей, полярность микросреды должна быть еще более низкой. С другой стороны, в рядом расположенных областях поверхностного слоя следует ожидать высокой локальной концентрации диполей пептидных связей. Это (даже в отсутствие полярных и заряженных боковых групп) может привести к образованию участков высокополярной и поляризующей микросреды (где напряженность поля достигает значений 10 - 100 мВ/см). Если судить по аналогии со строением и свойствами ионных мицелл, в локально заряженных участках (особенно в случае нескольких одноименно заряженных боковых групп) электростатический потенциал может достигать нескольких десятков мВ (по отношению к воде); падение его должно приводить к напряженности поля порядка тысяч или сотен тысяч В/см. 

Поверхностный слой белковой глобулы характеризуется повышенной микровязкостью. Эффекты повышенной микровязкости особенно сильно развиты в области активного центра. Здесь полипептидные цепи белка расположены настолько жестко, что затрудняют не только поступательную диффузию в глобулу, но также и вращательное движение связанной молекулы. 

СТРОЕНИЕ  ФЕРМЕНТОВ


Субстратом (S) называют вещество, химические превращения которого в продукт (Р) катализирует фермент (Е). Тот участок поверхности молекулы фермента, который непосредственно взаимодействует с молекулой субстрата, называется АКТИВНЫМ ЦЕНТРОМ ФЕРМЕНТА.

АКТИВНЫЙ ЦЕНТР ФЕРМЕНТА


Активный центр фермента образован из остатков аминокислот, находящихся в составе различных участков полипептидной цепи или различных полипептидных цепей, пространственно сближенных. Образуется на уровне третичной структуры белка-фермента.

В его пределах различают АДСОРБЦИОННЫЙ УЧАСТОК (центр) и КАТАЛИТИЧЕСКИЙ   УЧАСТОК (центр). Кроме того, вне активного центра фермента встречаются особые функциональные участки; каждый из них обозначают термином АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЙ ЦЕНТР.


КАТАЛИТИЧЕСКИЙ ЦЕНТР  -  это та область (зона) активного центра фермента,   которая непосредственно участвует в химических преобразованиях субстрата. Формируется он за счет радикалов двух, иногда трех аминокислот, расположенных в разных местах полипептидной цепи фермента, но пространственно сближенных между собой за счет изгибов этой цепи. Например, каталитический центр "серин-гистидиновых" ферментов формируется за счет радикалов аминокислот серина и гистидина. Если фермент является сложным белком, то в формировании каталитического центра нередко участвует простетическая группа молекулы фермента (кофермент). Коферментную функцию выполняют все водорастворимые витамины и жирорастворимый витамин K. (подробнее о коферментной функции витаминов: пособие "Ферменты", стр.11).


АДСОРБЦИОННЫЙ ЦЕНТР - это участок активного центра молекулы фермента, на    котором происходит сорбция (связывание) молекулы субстрата. Он формируется одним, двумя, чаще тремя радикалами аминокислот, которые обычно расположены рядом с каталитическим центром. Главная его функция - связывание молекулы субстрата и передача этой молекулы каталитическому центру в наиболее удобном положении (для каталитического центра). Эта сорбция происходит ТОЛЬКО ЗА СЧЕТ СЛАБЫХ ТИПОВ СВЯЗЕЙ и потому ЯВЛЯЕТСЯ ОБРАТИМОЙ. По мере формирования этих связей происходит конформационная перестройка адсорбционного центра, которая приводит к более тесному сближению субстрата и активного центра фермента, более точному соответствию между их пространственными конфигурациями. Такое соответствие - не заранее "готовое", а формирующееся в ходе взаимодействия - американский ученый Кошленд положил в основу теории ИНДУЦИРОВАННОГО СООТВЕТСТВИЯ (или «НАВЕДЕННОГО» СООТВЕТСТВИЯ), которая преодолела ограниченность существовавшей ранее теории КЛЮЧА И ЗАМКА (жесткого соответствия структуры субстрата структуре адсорбционного центра).


Очевидно, что именно структура адсорбционного центра определяет субстратную специфичность фермента, то есть требования фермента к молекуле химического вещества, чтобы она могла стать для него подходящим субстратом.


Некоторые вещества, обладающие подходящими характеристиками (то есть  похожие на субстрат), могут тоже связываться с адсорбционным центром фермента. Но если в их молекуле нет такой химической связи, на которую может воздействовать каталитический центр данного фермента, то химических превращений этого вещества не произойдет. Занимая активный центр фермента, такие молекулы блокируют его работу, то есть являются ОБРАТИМЫМИ ИНГИБИТОРАМИ данного фермента (обратимыми, потому что связаны с ферментом слабыми типами  связей). Повышая концентрацию субстрата, их можно ВЫТЕСНИТЬ из адсорбционного центра. Поэтому такие ингибиторы называют КОНКУРЕНТНЫМИ. Они конкурируют с истинным субстратом данного фермента за обладание его адсорбционным центром.


АЛЛОСТЕРИЧЕСКИМИ ЦЕНТРАМИ называют такие участки молекулы фермента вне его активного центра, которые способны связываться СЛАБЫМИ ТИПАМИ СВЯЗЕЙ (значит - обратимо) с тем или иным веществом (лигандом). Причем такое связывание приводит к такой конформационной перестройке молекулы фермента, которая распространяется и на активный центр, облегчая, либо затрудняя (замедляя) его работу. Соответственно такие вещества называются АЛЛОСТЕРИЧЕСКИМИ АКТИВАТОРАМИ или АЛЛОСТЕРИЧЕСКИМИ ИНГИБИТОРАМИ данного фермента.


Термин "аллостерический" (то есть "имеющий иную пространственную структуру") появился в связи с тем, что эти эффекторы по своей пространственной конфигурации совсем не похожи на молекулу субстрата данного фермента (и потому не могут связываться с активным центром фермента). Было сделано заключение, что и аллостерический центр не похож по своей структуре на активный центр фермента.


Аллостерические центры найдены не у всех ферментов. Они есть у тех  ферментов, работа которых может изменяться под действием гормонов, медиаторов и других биологически активных веществ. Некоторые искусственно синтезированные лекарства обладают биологической активностью потому, что их молекулы комплементарны аллостерическому центру некоторых ферментов организма.

В природе существуют как простые, так и сложные ферменты. Первые целиком представлены полипептидными цепями и при гидролизе распадаются исключительно на аминокислоты. Такими ферментами (простые белки) являются гидролитические ферменты, в частности пепсин, трипсин, папаин, уреаза, лизоцим, рибонуклеаза, фосфатаза и др. Большинство природных ферментов относится к классу сложных белков, содержащих, помимо полипептидных цепей, какой-либо небелковый компонент (кофактор), присутствие которого является абсолютно необходимым для каталитической активности. Кофакторы могут иметь различную химическую природу и различаться по прочности связи с полипептидной цепью. Если константа диссоциации сложного фермента настолько мала, что в растворе все полипептидные цепи оказываются связанными со своими кофакторами и не разделяются при выделении и очистке, то такой фермент получает название холофермента (холоэнзим), а кофактор – простетической группы, рассматривающейся как интегральная часть молекулы фермента. Полипептидную часть фермента принято называть апоферментом.

В литературе до сих пор употребляются и другие наименования компонентов сложных ферментов, в частности «фермент-протеид», «белковый компонент» (апофермент), «кофермент» (коэнзим) и «простетическая группа». Под коферментом часто подразумевают дополнительную группу, легко отделяемую от апофермента при диссоциации. Предполагают, что простетическая группа может быть связана с белком ковалентными и неко-валентными связями. Так, в молекуле ацетилкоэнзим-А-карбоксилазы кофактор биотин ковалентно связан с апоферментом посредством амидной связи (см. главу 7). С другой стороны, химические связи между кофакторами и пептидными цепями могут быть относительно слабыми (например, водородные связи, электростатические взаимодействия и др.). В таких случаях при выделении ферментов наблюдается полная диссоциация обеих частей, и изолированый белковый компонент оказывается лишенным ферментативной активности, пока не будет добавлен извне недостающий кофактор. Именно к подобным изолированным низкомолекулярным органическим веществам применим термин «кофермент», типичными представителями которых являются витамины В1, В2, В6, РР, содержащие кофер-менты. Известно также, что и простетические группы, и коферменты активно включаются в химические реакции, выполняя функции промежу-тоных переносчиков электронов, атомов водорода или различных функциональных групп (например, аминных, ацетильных, карбоксильных). В подобных случаях кофермент рассматривают в качестве второго субстрата, или косубстрата.

Роль кофермента (Ко) в качестве переносчика, например, атомов водорода может быть представлена в виде схемы, где SH – субстрат, КоЕ – хо-лофермент, А – акцептор протона:
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Субстрат подвергается окислению, отдавая электроны и протоны, а КоЕ – восстановлению, принимая электроны и протоны. В следующей полуреакции восстановленный КоЕН может отдавать электроны и протоны на какой-либо другой промежуточный переносчик электронов и протонов или на конечный акцептор (см. главу 9).

Коэнзим, кофактор, простетическая группа – двусмысленный биохимический жаргон. До сих пор продолжается терминологический спор, поскольку часто определения «коэнзим», «кофактор» и «простетическая группа» рассматриваются через призму их роли в реакциях энзиматического (ферментативного) катализа. Следует, однако, считаться с тем неоспоримым фактом, что во многих случаях небелковые органические молекулы, как и ионы металлов, абсолютно необходимы белковому компоненту при выполнении определенной биологической функции, не имеющей отношения к биокатализу. Несомненно, имеют значение также тип и характер связи небелкового компонента с молекулой белка. Поэтому очевидно, что кофактором может служить любой фактор, абсолютно необходимый для выполнения белком его каталитической или любой другой биологической роли. С другой стороны, коферментом может быть любой небелковый фактор, который непосредственно вовлечен в реакцию энзиматического катализа. Кофактор, который непосредственно не участвует в акте катализа, не является коэнзимом. В то же время простетическую группу (ковалентно связанный небелковый компонент, необходимый для определенной функции) можно назвать коферментом, если она непосредственно участвует в энзиматической реакции. Простетическая группа, которая не вовлечена в акт катализа, но функционально является существенным как для фермента, так и для некаталитического белка, может быть названа кофактором. И наконец, кофактор и кофермент, непрочно связанные (или слабо связанные) с ферментом или белком, тем не менее не классифицируются в качестве простетических групп.

Многие двухвалентные металлы (Mg2+, Мn2+, Са2+), как будет показано далее, также выполняют роль кофакторов, хотя они не относятся ни к коферментам, ни к простетическим группам. Известны примеры, когда ионы металлов прочно связаны с белковой молекулой, выполняя функции простетической группы. В частности, очищенный фермент, катализирующий окисление аскорбиновой кислоты (витамин С) в дезоксиаскорбиновую кислоту, содержит 8 атомов меди на одну молекулу; все они настолько прочно связаны с белковой молекулой, что даже не обмениваются с ионообменными смолами и не отделяются методом диализа. Более того, с помощью метода электронного парамагнитного резонанса показано участие ионов меди в промежуточном переносе электронов. Интересно отметить, что свободные ионы меди также наделены каталитической активностью при окислении аскорбиновой кислоты, однако эта активность повышается во многие тысячи раз, если ионы меди соединяются с апофер-ментом в единый комплекс – холофермент.

Данные о важнейших коферментах и простетических группах ферментов, включая их наименования и структуру, химическую природу витамина, входящего в их состав, и характер выполняемой биохимической функции в метаболизме. 
Получены доказательства кофакторной функции в ферментативных реакциях и ряда других биологически активных соединений, не относящихся к витаминам: HS-глутатиона, АТФ, липоевой кислоты, производных ну-клеозидов (уридинфосфат, цитидинфосфат, фосфоаденозинфосфосульфат), порфиринсодержащих веществ и др. Сюда же могут быть отнесены тРНК, которые в составе ферментов аминоацил-тРНК-синтетаз принимают активное участие в транспорте аминокислот в рибосоме, где осуществляется синтез белка.
Следует отметить одну отличительную особенность двухкомпонентных ферментов: ни кофактор отдельно (включая большинство коферментов), ни сам по себе апофермент каталитической активностью не наделены, и только их объединение в одно целое, протекающее не хаотично, а в соответствии с программой их структурной организации, обеспечивает быстрое протекание химической реакции.

Активный центр ферментов

При изучении механизма химической реакции, катализируемой ферментами, исследователя всегда интересует не только определение промежуточных и конечных продуктов и выяснение отдельных стадий реакции, но и природа тех функциональных групп в молекуле фермента, которые обеспечивают специфичность действия фермента на данный субстрат (субстраты) и высокую каталитическую активность. Речь идет, следовательно, о точном знании геометрии и третичной структуры фермента, а также химической природы того участка (участков) молекулы фермента, который обеспечивает высокую скорость каталитической реакции. Участвующие в ферментативных реакциях молекулы субстратов часто имеют небольшие размеры по сравнению с молекулами ферментов, поэтому было высказано предположение, что при образовании фермент-субстратных комплексов в непосредственный контакт с молекулой субстрата, очевидно, вступает ограниченная часть аминокислот пептидной цепи. Отсюда возникло представление об активном центре фермента. Под активным центром подразумевают уникальную комбинацию аминокислотных остатков в молекуле фермента, обеспечивающую непосредственное связывание ее с молекулой субстрата и прямое участие в акте катализа. Установлено, что у сложных ферментов в состав активного центра входят также просте-тические группы.

В активном центре условно различают так называемый каталитический центр, непосредственно вступающий в химическое взаимодействие с субстратом, и связывающий центр, или контактную («якорную») площадку, которая обеспечивает специфическое сродство к субстрату и формирование его комплекса с ферментом. В свою очередь молекула субстрата также содержит функционально различные участки: например, субстраты эстераз или протеиназ – одну специфическую связь (или группу атомов), подвергающуюся атаке со стороны фермента, и один или несколько участков, избирательно связываемых ферментом.
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Рис. 9. Активный центр фермента (схема) (по Малеру и Кордесу).

Темные полосы - участки полипептидной цепи фермента; R - аминокислотные остатки и их порядковые номера (с N-конца).
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Получены экспериментальные доказательства наличия в активном центре химотрипсина двух остатков гистидина и остатка серина, схематически представленных в трехмерной структурной модели предшественника этого фермента. Выявление химической природы и вероятной топографии групп активного центра – проблема первостепенной важности. Она сводится к определению природы аминокислот, их последовательности и взаиморасположения в активном центре. Для идентификации так называемых существенных аминокислотных остатков используют специфические ингибиторы ферментов (часто это субстратподобные вещества или аналоги коферментов), методы «мягкого» (ограниченного) гидролиза в сочетании с химической модификацией, включающей избирательное окисление, связывание, замещение остатков аминокислот и др.
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Рис. 10. Гипотетическая модель третичной структуры молекулы предшественника химотрипсина (по Ней-рату). Цветом выделены остатки серина и гисти-дина; стрелкой обозначено место отщепления N-концевого участка полипептидной цепи.

При помощи методов ингибиторного анализа были предприняты попытки установить закономерности состава и структуры активных центров у ферментов, относящихся к разным группам. В частности, при использовании диизопропилфторфосфата (ДФФ), принадлежащего к так называемым нервным ядам, наблюдается полное выключение активного центра холинэстеразы – фермента, катализирующего гидролиз ацетилхолина на холин и уксусную кислоту. Оказалось, что этот ингибитор имеет близкое структурное сходство с ацетилхолином и подобно ему взаимодействует с ОН-группой остатка серина в активном центре. Вызывая фосфори-лирование серина в активном центре ряда других ферментов, ДФФ также инактивирует их действие:
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Показано, что ДФФ избирательно фосфорилирует в каждом чувствительном к нему ферменте только один остаток серина, наделенный функциональной активностью. Учитывая этот механизм действия ДФФ, сделаны попытки определения природы аминокислот в окружении «каталитического» остатка серина у ряда ферментов.
Из данных табл. 4.2 видно, что ферменты, сходные по типу действия, хотя и различаются специфичностью, могут иметь почти одинаковую последовательность аминокислотных остатков в тех участках, которые примыкают к остатку серина, несущему функционально активную гидро-ксильную группу. Существенное значение ОН-группы серина для акта катализа было доказано, кроме того, химическим ее блокированием или удалением, когда эстеразы полностью лишались ферментативной активности.
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Предполагают, что формирование активного центра фермента начинается уже на ранних этапах синтеза белка-фермента (см. главу 14) на рибосоме, когда линейная одномерная структура пептидной цепи превращается в трехмерное тело строго определенной конфигурации. Образовавшийся белок приобретает информацию совершенно нового типа, а именно функциональную (в частности, каталитическую). Любые воздействия, приводящие к денатурации, т.е. нарушению третичной структуры, приводят к искажению или разрушению структуры активного центра и соответственно потере ферментом каталитических свойств. Если при подходящих внешних условиях удается восстановить нативную трехмерную структуру белка-фермента (ренатурировать его), то восстанавливается и его каталитическая активность. Это было показано впервые на примере рибо-нуклеазы поджелудочной железы (см. рис. 1.13).

Помимо активного центра, в молекуле фермента может присутствовать также аллостерический центр (или центры) (от греч. allos – другой, иной и steros – пространственный, структурный), представляющий собой участок молекулы фермента, с которым связываются определенные, обычно низкомолекулярные, вещества (эффекторы, или модификаторы), молекулы которых отличаются по структуре от субстратов. Присоединение эффектора к аллостерическому центру изменяет третичную и часто также четвертичную структуру молекулы фермента и соответственно конфигурацию активного центра, вызывая снижение или повышение энзимати-ческой активности. Ферменты, активность каталитического центра которых подвергается изменению под влиянием аллостерических эффекторов, связывающихся с аллостерическим центром, получили название аллосте-рических ферментов.
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Рис. 11. Схематическое изображение аллостерического фермента, состоящего из двух протомеров, соединенных по типу гетерологи-ческой («голова»-«хвост») ассоциации (по Кошленду). S – субстрат; М1 – модификатор, связывающийся в активном центре; М2 – модификатор, связывающийся в аллосте-рическом центре (эффектор).

Отличительной особенностью ряда аллостерических ферментов является наличие в молекуле олигомерного фермента нескольких активных центров и нескольких аллостерических регуляторных центров, пространственно удаленных друг от друга. В аллостерическом ферменте каждый из двух симметрично построенных протомеров содержит один активный центр, связывающий субстрат S, и один аллостерический центр, связывающий эффектор М2, т.е. 2 центра в одной молекуле фермента (рис. 11). Получены доказательства, что для субстрата аллостерические ферменты, помимо активного центра, содержат и так называемые эффекторные центры; при связывании с эффекторным центром субстрат не подвергается каталитическому превращению, однако он влияет на каталитическую эффективность активного центра. Подобные взаимодействия между центрами, связывающими лиганды одного типа, принято называть гомотропными взаимодействиями, а взаимодействия между центрами, связывающими лиганды разных типов, – гетеротропными взаимодействиями.

Таким образом, приведенные сведения о химической природе активного центра и аллостерических участках свидетельствуют о том, что в энзима-тическом катализе, как и в реакции связывания субстрата, участвует не ограниченная и небольшая часть фермента, как предполагалось ранее, а значительно большая часть молекулы белка-фермента. Этими обстоятельствами, вероятнее всего, можно объяснить большие размеры и объемность трехмерной структуры молекулы фермента; эти же обстоятельства следует учитывать в программах создания искусственных низкомолекулярных аналогов ферментов (синзимов), обладающих свойствами на-тивных ферментов
До сих пор ничего не говорилось о конформационных изменениях белковыхмолекул в ходе их функционирования и не случайно: пока речь идет о катализе одной, отделно взятой энзимологической реакции – конформационная гибкость может только ухудшить его свойства. В самом деле для эффективного катализа нужно преимущественное связывание именно переходного состояния. Когда активный центр не идеально подогнан под свою функцию – этот центр может требовать небольшой деформации для перехода в активную форму. И тогда такая деформация будет, действительно функционально необходима. Она будет время от времени доводить несовершенный белок до кондиции. Конечно, даже самый лучший белок несколько деформируется в процессе своей каталитической работы – ведь он не алмазный – но это играет примерно ту же функциональную роль, что деформация бумаги под пером: чем меньше, тем лучше. 

Другое дело, когда белок должен прейти от одного действия к другому: тогда его деформацию, обеспечивающая переход от одной роли к другой, играет, действительно, важную функциональную роль.

Так во многих ферментах проникновение субстрата в актиный центр требует небольшого расхождения близких к этому центру боковых групп. Однако, после того, как субстрат сел на этот центр, его каталитическая работа движения этих групп не требует.

Можно сказать, что подвижность нужна при подготовке к реакции, а жесткость – в момент ее проведения.

Правда, иногда переход от одной функции к другой осуществляется просто переходом субстрата от одного активного центра на другой.

Однако часто переход от одной элементарной функции к другой осуществляется за счет более или менее крупномасштабного преобразования структуры белка.

Говоря о подвижности белка, надо различать мелкие и более крупные движении.

Мелкие движения – это тепловые флуктуации РСА высокого разрешения способен видеть такие флуктуации на фоне усредненной «статистической структуры». Он видит их как некую размытость положения атомов.

Флуктуация больше у поверхностных групп белка, и в несколько раз у группы ядра белка. Аминокислотные остатки в петлях колеблются заметно сильнее, чем во вторичных структурах. Боковые группы колеблются заметно сильнее, чем главная цепь. Особенно сильно колеблются длинные поверхностные группы, концы которых не зажаты другими группами. Поэтому говорят, что внутренность белка твердая, а его поверхность напоминает жидкость. Более крупные изменения связаны с деформацией белковой структуры при связывании лигандов.

Для идентификации химических групп в активном центре используются различные методы, которые могут быть отнесены к трем основным типам:

1)определение значений рК субстратсвязывающих групп на основе изучения влияния рН на Кm или VO. рН – отрицательный логарифм К диссоциации какой-то группы. Рекоменлдутся быть весьма осторожным при проведении этих анализов. Во-первых, тот факт, что изучаемая группа в ферменте характеризуется той же самой величиной рК, что и какая-либо известная химическая группа, еще не гарантирует идетичности этих групп, ибо одной и той же величиной рК могут характеризоваться разные группы. Во-вторых, данная группа, характеризующаяся определенной величиной рК, когда она присутствует в аминокислоте или другой небольшой молекуле, может иметь другое значение рК, если она находится в белковой молекуле, где на нее будут оказывать влияние другие заряженные группы, расположенные по соседству. Изучение влияния температуры на величины рК в известной мере подкрепляет эти данные и делает идентификацию более надежной

2) исследование активности фрагментов, образующихся в результате протеолитических ферментов

3) инактивация фермента специфическими химическими реагентами. Но в этом случае, использованный реагент должен быть действительно специфичен для данной определнной группы, т.е. не должен реагировать ни с какими другими группами, присутствующими в белках. Использованный реагент должен инактивировать фермент благодаря непосредственному воздействию на активный центр, а не в результатеденатурации белка. 

Число активных центров. Обычно число активных центров в молекуле очень невелико, в среднем 1 активный центр приходится на молекулярный вес 30000-80000, на 250-500 аминокислотных остатков.

Доказательства наличия активного центра в ферментах

1. Для ряда ферментов было установлено, что воздействие химических реактивов, которые связывают сульфгидрильные группы ( –SH), вызывает инактивацию ферментов. Для железосодержащих ферментов (каталаза, пероксидаза) было показано, что они инактивируются под влиянием реактивов, связывающих железо. Для магнийсодержащих ферментов было установлено, что удаление магния или же связывание его фтористыми солями приводит к их инактивированию. Все это свидетельствует о том, что в молекулах ферментов имеются какие-то участки, ответственные за их каталитическую активность.
2. О наличии подобных центров говорит и сопоставление молекулярных весов ферментов и субстратов, превращение которых они катализируют. Молекулярный вес фермента во всех случаях в сотни и тысячи раз больше молекулярного веса субстрата. Следовательно, молекула субстрата при ферментативной реакции связывается не со всей молекулой фермента, а с той или иной его частью.
3. Экспериментально установлено, что некоторые ферменты сохраняют свою каталитическую активность после отщепления от них даже значительной части молекулы.
Фосфопируват-гидратаза может быть дегидрирована без потери активности лейцинаминопептидазой или карбоксипептидазой А таким образом, что с одного или друго конца ее молекулы отщепляется 150 аминокислотных остатков.

Все это свидетельствует о том, что в молекулах ферментов действительно есть активные центры, ответственные за каталитическую активность. 

Какую же роль играют остальные части молекулы фермента? 

1. как уже отмечали, активный центр может представить совокупность групп, расположенных на смежных участках изогнутой пептидной цепи, поэтому третичная стуктура фермента имеет прямое отношение к формированию активного центра.

2. в некоторых случаях, когда субстратом являются крупные молекулы, например белки, тогда они располагаются по всей молекуле фермента. 

3. Иногда ферменты проявляют свою активность лишь вмонтированными в определенные клеточные структуры (так ферменты дыхательной системы связаны с мембранами митохондрий). Это вмонтирование ферментов в структуры клеток идет не за счет активного центра, а за счет остальной части молекулы фермента.

4. оставшаяся часть молекулы фермента играет большую роль в обеспечении лабильности фермента.

5. оставшаяся часть молекулы фермента может обеспечивать аллостерический эффект. Оказывается кроме активного центра в молекуле фермента ее имеется аллостерический центр. Некоторые вещества, присоединяясь к аллостерическому центру могут увеличивать или уменьшать активность ферментов, это очень важно для регуляции активности фермента. Открыт аллостерический эффект был Моно, Жакобом и Шанжё в Париже в Пастеровском университете, за что они получили Нобелевскую премию.

6. Остальная часть молекулы фермента может обеспечивать и другие, неферментативные функции белка-фермента. 


Таким образом, в настоящее время считают, что вся молекула фермента нужна для функционирования фермента, а не только активный центр, это видно из той роли, какую играет остальная часть молекулы фермента, хотя несомненно, что главную роль в осуществлении каталитической функции играют активные центры. 

Химическая реакция протекает, потому что в любой момент времени некоторая доля молекул обладает большей внутренней энергией по сравнению  другими молекулами данной популяции, и этой энергии достаточно для достижения ими вершины энергетического барьера и перехода в активную форму, называемую переходным состоянием.


Энергия активации – количество энергии в калориях, необходимое для того, чтобы все молекулы 1 моля вещества при определенной температуре достигли переходного состояния, соответствующего вершине энергетического (активационного) барьера.

Факторы, определяющие каталитическую активность фермента. В настоящее время известно около 2000 ферментов. Ферменты повышают скорость реакции 108 – 1020 раз. Уреаза в 1014 при рН 8 и 20оС. 4 фактора, определяющих способность фермента ускорит реакцию: 

1. 1 сближение и ориентация субстрата по отношению к катализируемой группе. Фермент способен связывать молекулу субстрата так, что атакуемая ферментом связь оказывается не только расположенной в непосредственной близости от катализируемой группы, но и правильно ориентированной по отношению к ней (к катализируемой группе). В результате вероятность того, что комплекс ES достигнет переходного состояния, сильно увеличивается.

2. Напряжение и деформация чувствительной к действию ферментной связи, возникающие вследствие индуцированного соответствия между молекулами субстрата и фермента. Присоединение субстрата может вызывать конформационные изменения в молекуле фермента, которые приводят к напряжению структуры активного центра, а также несколько деформируют связанный субстрат, облегчая тем самым достижения комплексом ES переходного состояния. При этом возникает так называемое индуцированное соответствие фермент субстрату.
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Общий кислотно-оновной катализ. В активном центре фермента могут находится группы специфических аминокислотных остатков, которые являются хорошими донорами или акцепторами протонов. Такие кислотные или основные группы общего типа представляют собой мощные катализаторы многих органических реакций, протекающих в водных системах.

Протон-донорные
 группы:

 –COOH, NH3+, –SH,                                 - обобщенные кислоты 

Протон-акцепторные 

группы. Некоторые ферменты реагируют со своими субстратами, образуя очень нестабильные комплексы, из которых образуются дальше продукты реакции, значительно быстрее, чем в некатализируемой реакции:
Некатализируемая реакция:
RX+H2O→ROH+HX
Катализируемая реакция:

RX+E-OH→ROH+EX
EX+H2O→E-OH+HX
Суммарная реакция:

RX+H2O→ROH+HX

Фермент замещает функциональную группу R в субстрате RX, в результате чего образуется ковалентный комплекс ЕХ. Он нестабилен и гидролизуется значительно быстрее, чем RX. К ферментам, осуществляющим ковалентный катализ, относится химотрипсин. 

Ферментативный катализ

Ферменты повышают скорость реакции в 1012 раз и более. Ферменты специфически связывают реагенты (свои субстраты) в активном центре. При этом субстраты ориентируются таким образом, что приобретают оптимальное положение для образования переходного состояния. Сближение и необходимая ориентация реагентов значительно повышают вероятность образования продуктивного комплекса А-В. Кроме того, связывание субстрата в активном центре приводит к удалению гидратной оболочки субстрата. В результате удаления молекул воды в активном центре фермента во время катализа создаются совершенно другие условия, чем в растворе. Ее одним важным фактором является стабилизация переходного состояния вследствие взаимодействия между аминокислотными остатками белка и субстратом. Т.о., переходное состояние в случае ферментативной реакции требует меньшей энергии активации. Кроме того, многие ферменты во время катализа переносят специфические группировки с субстрата или на субстрат. Особенно часто осуществляется перенос протонов. Это ферментативный кислотно-основной катализ значительно более эффективный, чем обмен протонов с кислотами и основаниями в растворе. Часто химические группировки ковалентно присоединяются к  остаткам фермента. Это явление называется ковалентным катализом. 


Основы ферментативного катализа. Несмотря на то, что сегодня трудно количественно оценить вклад отдельных каталитических эффектов, решающим фактором считается стабилизация переходного состояния в активном центре фермента. При этом наиболее существенным моментом является прочное связывание не столько субстрата, сколько его переходного состояния. Данное положение подтверждается крайне высоким сродством многих ферментов по отношению к аналогам переходного состояния, что можно пояснить простой механической аналогией: если хотят перекатить металлические шарики (реагенты) с места ЕА (состояние субстрата) в энергетически более высокое переходное состояние, а затем в ЕР (состояние продукта), нужно расположить магнит (катализатор) таким образом, чтобы сила притяжения действовала не на ЕА (а), а на переходное состояние (б).


Для понимания механизма ферментативного катализа полезно прежде всего рассмотреть протекание некаталитической реакции. 


Реакция А+В→С+D. Вещества А и В в растворе окружены оболочкой из молекул воды (гидратной оболочкой) и под действием теплового движения перемещаются случайным образом. Они могут вступать в реакцию друг с другом только в том случае, когда сталкиваются в благоприятной ориентации, что мало вероятно и происходит редко. Для образования продукта С+D комплекс А-В, возникший в результате соударения молекул, должен образовать преходное состояние, для чего требуется, как правило, значительная энергия активации ЕА. Поскольку получить эту энергию может только небольшая часть комплексов А-В, достижение преходного состояния – ее более редкий случай, чем возникновение комплекса. В растворе большая часть энергии активации расходуется на преодоление гидратных оболочек между А и В, сближение реагентов и др. химические процессы, в которых эти реагенты участвуют. В результате в отсутствие катализатора образование продуктов происходит крайне редко и скорость реакции незначительна, даже когда реакция термодинамически допустима, т.е. ∆G=0.
Согласно современным представлениям, клетка располагает, по крайней мере, двумя типами механизмов регуляции формирования пространственной структуры белка: 

1. основан на регуляции скорости превращения «расплавленной глобулы» в нативную структуру; 

2. обеспечивает защиту частично свернутого белка от неспецифической агрегации. 

3. 1. Ферменты, ускоряющие процесс сворачивания

Сворачивание полипептида в клетке сопровождается ферментативными модификациями цепи. Деформилаза отщепляет формильную группу концевого метионина вскоре после выхода N-конца растущей цепи из рибосомы. Аминопептидаза способна отщеплять N-концевой метионин. Мембранная сигнальная пептидаза отщепляет сигнальный пептид. Несколько ферментов принимают участие в гликозилировании белка. 

Как уже отмечалось, стадия превращения «расплавленной глобулы» в нативный белок является самой медленной, ограничивающей скорость всего процесса. Это обусловлено тем, что установление «оптимального набора» специфических взаимодействий, стабилизирующих нативную конформацию, связано с необходимостью структурных перестроек, происходящих относительно медленно. К их числу относится цис-транс-изомеризация пептидной связи, предшествующей остатку пролина. 

Поскольку транс-конформация более стабильна, она преобладает во вновь синтезированной полипептидной цепи. Однако для образования нативной структуры белка необходимо, чтобы около 7% связей, образованных остатками пролина, изомеризовались в цис-конформацию. Эта реакция, приводящая к повороту цепи на 180° вокруг C-N связи, идет чрезвычайно медленно. In vivo она ускоряется благодаря действию специального фермента - пептидил-пролил-цис/транс-изомеразы. 
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Второй фермент, ускоряющий процесс сворачивания, катализирует образование и изомеризацию дисульфидных связей. Он локализуется в просвете эндоплазматического ретикулума и способствует сворачиванию секретируемых клетками белков, содержащих дисульфидные мостики (например, инсулин, рибонуклеаза, иммуноглобулины). 

[image: image20.png]



Рис. 1.3. Образование дисульфидных связей, стабилизирующих нативную структуру белка, и расщепление «неправильных» S-S-мостиков протеиндисульфидизомеразой (1а, 1б - образование смешанного дисульфида; 2а - образование «неправильной» дисульфидной связи, 2б - образование нового S-S-мостика) 

Характерная особенность обоих ферментов состоит в том, что они не способны связываться с нативными белками; их субстраты имеют частично развернутую структуру, близкую к состоянию «расплавленной глобулы». Ускоряя стадии, лимитирующие скорость сворачивания, ферменты способствуют удержанию белка на правильном пути приобретения нативной структуры, снижая риск протеолитической деградации и агрегации лабильных промежуточных форм. 

3.3. Роль белок-белковых взаимодействий в формировании пространственной структуры.

Накопленная к настоящему времени информация позволяет заключить, что определяющую роль в регуляции формирования пространственной структуры белка играют белок-белковые взаимодействия. Они реализуются, во-первых, между выставленными на поверхность участками полипептидной цепи и специальными белками, имеющими две функции: 1) предотвращать неспецифическую агрегацию вновь синтезируемых белков и 2) обеспечивать транспорт этих белков в те внутриклеточные компартменты, где они постоянно локализуются и функционируют. Такая, образно выражаясь, диспетчерская роль шаперонов дополняется их участием в проникновении белков через мембраны. Способность шаперонов (и шаперонинов) распознавать ненативные участки структуры белков лежит также в основе элегантного механизма, обеспечивающего чрезвычайно высокую эффективность сворачивания (рис. 1.6). 

Второй уровень белок-белковых взаимодействий, вовлеченных в регуляцию сворачивания белка in vivo - это взаимодействия между субъединицами в сложных молекулах шаперонинов, обеспечивающие согласованное изменение их конформации в каждом цикле сворачивания. Эта очень интересная область остается пока почти не разработанной. 

Не подлежит сомнению, что важнейшую роль в регуляции сворачивания белков in vivo играют белок-белковые взаимодействия третьего уровня, возникающие между отдельными белками-шаперонами. Скорее всего, клетка располагает высокоорганизованными ансамблями белков, действующих согласованно. В состав таких ансамблей, вероятно, образующихся в цитозоле эукариотической клетки, входят, помимо hsp70, шапероны других типов (например, hsp90 и связанные с ним низкомолекулярные шапероны, не требующие АТФ для своего функционирования), ферменты, ускоряющие процесс сворачивания, а также ряд других белков, роль которых пока остается неясной. Расшифровка молекулярных механизмов функционирования таких «машин сворачивания» - одна из актуальных проблем современной науки. 

Заключение 

Мы начали изучение курса «Энзимология» с рассмотрения общих принципов пространственной организации молекулы белка, механизмов формирования пространственной структуры, потому что невозможно понять как функционирует фермент, не зная как он устроен. Работа ферментов основана на высоко специфическом взаимодействии белков с молекулой-лигандом, для которого необходима устойчивая пространственная структура. Влияние внешних факторов, различных лигандов, эффекторов на активность фермента можно лучше понять, имея представление о механизме формирования пространственной структуры фермента. В следующей лекции мы рассмотрим структуру белка на уровне доменов, узнаем какую роль играет доменная организация молекулы фермента в катализе. 
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