Лекция №17. Регулирование активности ферментов

План лекции

Аллостерическая регуляция. Кинетика действия аллостерических ферментов. Объяснение аллостерического эффекта на молекулярном уровне. Роль гормонов и цАМФ. Ковалентная модификация ферментов. Роль субклеточных структур в регуляции действия ферментов. Проферменты. Обратимость действия ферментов. Изоферменты. Ферментные системы.
Типы регуляции. Аллостерический механизм регуляции.

Одним из удивительных свойств живых организмов является сохранение постоянного баланса между необходимыми для поддержания жизнедеятельности различными биодеградативными процессами и огромным количеством биосинтетических процессов. Биодеградативные процессы обеспечивают клетку высокоэнергетическими соединениями (АТР), необходимыми для выполнения такой работы, как ионная регуляция, сократимость и процессы биосинтеза. Клеточный гомеостаз достигается благодаря функционированию эффективной и сложной системы регуляции, приводящей каждый отдельный метаболический процесс в строгое соответствие с нуждами организма в целом. 

Поскольку практически все клеточные реакции катализируются ферментами, координация метаболизма в существенной мере сводится к регуляции интенсивности протекания ферментативных реакций, образующих метаболические пути. Эффективность биологического катализа в клетке может регулироваться двумя путями: во-первых, путем изменения количества катализатора и, во-вторых, путем регулирования активности фермента. Количество фермента в клетке определяется соотношением скоростей его синтеза и распада. Скорость cинтеза данного фермента может сильно меняться в зависимости от условий. Существуют ферменты, которые всегда присутствуют в клетке в более или менее постоянных количествах: их называют конститутивные ферменты. В отличие от них так называемые адаптивные (или индуцибельные) ферменты синтезируются только в ответ на появление в среде соответствующего субстрата. Гены, контролирующие синтез адаптивных ферментов, обычно находятся в состоянии репрессии и вводятся в действие только в присутствии индуктора. 

Механизмы регуляции ферментативной активности на уровне синтеза ферментов являются достаточно медленными; для их реализации нужны по меньшей мере часы. Существуют относительно быстрые регуляторные механизмы, которые направлены непосредственно на ферменты. 

Эти регуляторные механизмы можно классифицировать так: 

1. Аллостерический 

2. Диссоциативный 

3. Адсорбционный 

4. Регуляция ковалентным связыванием 

5. Регуляция ограниченным протеолизом 

Для многих ферментов, катализирующих ключевые стадии метаболических путей, обнаружена чувствительность к метаболитам, отличающимся по химической структуре от субстратов соответствующих ферментативных реакций. Ярким примером может служить ингибирование первого фермента биосинтетических путей конечным продуктом цепи. L-ile (конечный продукт) специфически подавляет активность треониндегидратазы, катализирующей первую стадию соответствующей биосинтетической цепи у Escherichia coli. Аналогичным образом СТР избирательно подавляет активность первого фермента биосинтетической цепи - аспартаткарбамоилтрансферазы (КФ 2.1.3.2). Этот фермент катализирует первую стадию биосинтеза пиримидина в Е.coli, а именно - образование карбамоиласпартата, предшественника 6-стадийного синтеза СТР и UTP. СТР может связываться с аспартат-карбамоилтрансферазой, ингибируя ее. Таким образом, если образующийся в Е.coli СТР не потребляется, он накапливается и ингибирует первый фермент своего биосинтеза, предотвращая свое собственное накопление (а также накопление промежуточных продуктов, которое происходило бы в случае ингибирования не первого фермента в цепи). Такой механизм регуляции называется регуляцией по механизму обратной связи (термин заимствован из радиоинженерии). Позже было показано, что такого рода способность к регуляции широко распространена в живых организмах, и огромное число ферментов регулируется большим количеством низкомолекулярных метаболитов. Например, свободные жирные кислоты, синтезированные в организме, могут регулировать по механизму обратной связи различные стадии гликонеогенеза, гликолиза, цикла Кребса, пентозофосфатного шунта, т. е. всех метаболических путей, так или иначе включенных в процесс биосинтеза жирных кислот. Это означает, что не только конечный продукт метаболического пути может быть регулятором и не всегда регулируется именно первый фермент. Более того, механизм регуляции может заключаться не только в ингибировании, но также и в активации. 

Активность ферментов, катализирующих первые стадии в строго биодеградативных путях, может контролироваться соединениями, являющимися индикаторами энергетического состояния клетки, такими как неорганический фосфат, пирофосфат, адениновые или другие пуриновые нуклеотиды. Примерами подобного типа регуляции могут служить активация под действием АМР биодеградативной треониндегидратазы у E.coli и аспартазы у Enterobacter aerogenes и Bacterium cadaveris. В метаболических путях, выполняющих одновременно биосинтетические и биодеградативные функции (амфиболические пути), возможны оба типа регуляции (ингибирование конечным продуктом и регуляция активности фермента под действием метаболитов-индикаторов энергетического состояния клетки). 

Уникальным типом регуляции, присущим только амфиболическим путям, является активация предшественником: первый метаболит в последовательности реакций активирует фермент, катализирующий последнюю стадию. Этот тип регуляции выполняется, например, для гликогенсинтетазы млекопитающих, которая сильно активируется глюкозо-6-фосфатом - предшественником гликогена. Моно, Шанжё и Жакоб, желая подчеркнуть различия в химической структуре между субстратом ферментативной реакции и метаболитами, оказывающими регулирующее воздействие на фермент, предложили называть подобные метаболиты-регуляторы аллостерическими эффекторами (термин "аллостерический" образован от греческих слов аллос - другой и стерео - пространственный). Аллостерические эффекторы связываются на особых центрах белковой молекулы ("аллостерических центрах"), пространственно удаленных от активных центров, а взаимодействия между пространственно разобщенными активными и аллостерическими центрами опосредуются конформационными изменениями белковой молекулы. Рассмотренный механизм регуляции активности фермента называется аллостерическим. 

2. Диссоциативная регуляция.

Многие ферменты клеточного метаболизма обладают олигомерной структурой, т. е. построены из отдельных субъединиц. Связи между субъединицами имеют чаще всего нековалентный характер, и это определяет возможность диссоциации ферментного олигомера на отдельные субъединицы, которые, как правило, отличаются по своим каталитическим свойствам от ферментного олигомера. Положение равновесия между олигомерными формами фермента контролируется присутствием субстратов, коферментов и аллостерических эффекторов. Такое воздействие метаболитов на прочность связей между субъединицами в ферментном олигомере представляет собой диссоциативный механизм регуляции активности. 

3. Адсорбционная регуляция.

Клеточные метаболиты оказывают влияние на способность фермента взаимодействовать с субклеточными структурами. Ферменты, адсорбированные структурными белками мышц и мембранами клеточных органелл, имеют иное микроокружение, нежели ферменты в растворе, и характеризуются измененными каталитическими характеристиками. Контролируемая метаболитами адсорбция ферментов на субклеточных структурах (адсорбционный механизм регуляции) расширяет регуляторные возможности клетки. 

Аллостерический, диссоциативный и адсорбционный механизмы регуляции ферментативной активности являются родственными в том отношении, что в каждом из них влияние метаболита-регулятора на каталитические свойства фермента осуществляется не путем прямого воздействия на активный центр фермента, а косвенным путем (через изменение конформационного, олигомерного или адсорбционного состояния фермента). 

Аллостерические, диссоциативные и адсорбционные ферментные системы обнаруживают кинетические аномалии (S-образные зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата или аллостерического эффектора, лаг-периоды или всплески на кинетических кривых накопления продукта ферментативной реакции и т. д.), важные с точки зрения выполнения этими системами регуляторных функций. Физико-химическое изучение аллостерических, диссоциативных и адсорбционных ферментативных систем позволяет количественно охарактеризовать регуляторные возможности систем и описать их с помощью параметров, представляющих собой константы равновесия между взаимопревращающимися формами фермента (формы, различающиеся по конформационному состоянию; олигомерные формы; свободные и адсорбированные формы), константы скорости перехода одной формы фермента в другую и каталитические параметры отдельных форм фермента. 

4. Регуляция ковалентным связыванием.

Модификация ферментативной активности может заключаться в ковалентной модификации фермента. Фермент АТР-глутаминсинтетаза-аденилтрансфераза из Е.coli в присутствии АТР и Мg2+ присоединяет молекулу адениловой кислоты на каждую субъединицу глутаминсинтетазы. Немодифицированный фермент ингибируется глицином, но почти не ингибируется АТР и СТР. В противоположность этому аденилированный фермент сильно ингибируется АТР, СТР, гистидином и триптофаном и только слегка глицином. Известно много ферментов, которые активируются только в фосфорилированном состоянии, либо фосфорилированная и дефосфорилированная формы обладают различными активностями. 

5. Регуляция ограниченным протеолизом.

Накопленный конечный продукт связывается с ингибиторами протеолитических ферментов, снижая их ингибирующее действие. Протеолитические ферменты, освобожденные таким образом от ингибирования, расщепляют ферменты, наиболее чувствительные к протеолизу в данной метаболической последовательности. В результате концентрация конечного продукта понижается, тройной комплекс конечный продукт-протеолитический фермент-ингибитор диссоциирует, освобожденный ингибитор снова связывается с протеолитическим ферментом, и расщепление фермента прекращается. Регуляция ферментными каскадами также принадлежит к этой группе (система свертывания крови). 

Без сомнения, одним из важнейших открытий последних сорока лет в области метаболизма и его регуляции было объяснение регуляции по механизму обратной связи, суть которого заключается в том, что ферменты метаболизма могут ингибироваться или активироваться низкомолекулярными веществами, имеющими отношение к данному метаболическому пути. Более подробно конкретные типы регуляции мы рассмотрим на следующих лекциях. 

Лекция 9. Аллостерический механизм регуляции.

Аллостерическим механизмом регуляции активности ферментов называют регуляторный механизм, в котором контроль активности фермента реализуется путем изменения конформации белковой молекулы, индуцируемого связыванием метаболита-регулятора в особом (аллостерическом) центре, пространственно удаленном от активного центра. Изменение конформации молекулы фермента влечет за собой изменение каталитических характеристик активного центра. Метаболит-регулятор, модифицирующий активность фермента подобным образом, называют аллостерическим эффектором. Олигомерная молекула фермента, состоящая из нескольких субъединиц, может содержать несколько активных центров и несколько аллостерических центров для определенного эффектора. В таком олигомере возможны взаимодействия не только между активным и аллостерическим центрами, но и между центрами одного сорта (между активными или между аллостерическими центрами). В результате взаимодействия между субъединицами связывание субстрата становится кооперативным, и кривая зависимости скорости реакции v от концентрации субстрата [S] приобретает сигмоидную форму. Обычно эти ферменты ответственны за регуляцию и контроль метаболических процессов, и их активность регулируется по принципу обратной связи. 

В лекциях, посвященных регуляции активности ферментов (9 - 11) использован текст и рисунки из литературы: 

1. Курганов Б. И. Физико-химические механизмы регуляции активности ферментов.- М.: Наука, 1992.- 62 с. 

2. Страйер Л. Биохимия: В 3-х т. - М.: Мир, 1984. 

3. Фершт Э. Структура и механизм действия ферментов. - М.: Мир, 1980.- 432 с. 

1. Механизмы аллостерических взаимодействий.

1.1. Согласованный механизм аллостерических взаимодействий.

В 1965 г. Жак Моно, Джефри Уайман и Жан-Пьер Шанже предложили изящное объяснение кооперативности аллостерических ферментов. Используя их подход, рассмотрим аллостерический фермент, состоящий из двух идентичных субъединиц, каждая с одним активным центром. Субъединицы могут находиться в двух конформациях - R- (relaxed - "расслабленном")-состоянии и T (tense, "напряженном")-состоянии. Конформация R обладает высоким сродством к субстрату, Т- низким (1). Формы R и T могут переходить одна в другую. В данной модели делается важное допущение, что для сохранения симметрии димера обе субъединицы должны находиться в одном и том же конформационном состоянии. Т. е., разрешены состояния RR и TT, состояние RT запрещено. Концентрации разрешенных состояний в отсутствие субстрата обозначим R0 и Т0, константу равновесия - L. 

R0 <=>T0 

L = T0/ R0 (1) 

Сделаем еще одно допущение: пусть субстрат может присоединяться только к R-форме фермента. R-форму, связанную с 1 молекулой субстрата обозначим R1, связанную с 2 молекулами R 2. Присоединение каждой молекулы субстрата характеризуется одной и той же микроскопической константой диссоциации КR. Тогда можно записать следующие соотношения: 

R0 + S <=> R1 

R1 + S <=> R2 


Коэффициент 2 в последнем уравнении указывает на то, что субстрат может связываться с любым из двух активных центров на R0 и отщепляться от любого из двух активных центров на R2. 

[image: image1.png]



Рис. 1. Модель согласованного механизма аллостерических взаимодействий. Присоединение первой молекулы субстрата сопровождается переходом ТТ-формы с низким сродством к субстрату в RR-форму с высоким сродством.

Выразим степень насыщения У как функцию концентрации субстрата: 
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(3)

С учетом выражений (1) и (2) получим: 
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(4)

Проанализируем зависимость степени насыщения активных центров фермента от концентрации субстрата с помощью графика. 
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Рис. 2. Зависимость степени насыщения У активных центров фермента от концентрации субстрата [S] в соответствии с моделью согласованного механизма (4). КR = 10-5 M.

Зависимость У от [S] выражается сигмоидной, а не гиперболической кривой, значит уравнение (4) соответствует кооперативному связыванию субстрата. Если число оборотов в расчете на один активный центр одинаково для фермент-субстратных комплексов с R1 и R2, то график зависимости скорости реакции от конценрации субстрата также будет сигмоидным, поскольку 

v = YVmax(5) 

Рассмотрим процесс связывания. В отсутствие субстрата почти все молекулы фермента находятся в Т-форме. В примере, показанном на рис. 2, на 104 молекул в Т-форме приходится только одна молекула в R-форме. Добавление субстрата сдвигает конформационное равновесие в сторону образования R-формы, поскольку именно R-форма связывает субстрат. Когда субстрат присоединяется к одному активному центру, второй активный центр должен быть также в R-форме, согласно основному постулату данной модели. Другими словами, переход от Т к R и обратно все субъединицы фермента осуществляют согласованно. Следовательно, по мере добавления субстрата доля молекул фермента в R-форме прогрессивно возрастает, и связывание субстрата происходит кооперативно. 

На основе модели согласованного механизма нетрудно объяснить влияние аллостерических ингибиторов и активаторов. Аллостерический ингибитор связывается преимущественно с Т-формой, тогда как аллостерический активатор связывается преимущественно с R-формой. Следовательно, аллостерический ингибитор сдвигает конформационное равновесие R - T в сторону Т, а аллостерический активатор - в сторону R. Эти эффекты можно выразить количественно через изменение константы аллостерического равновесия L. Аллостерический ингибитор повышает величину L, тогда как аллостерический активатор понижает ее. Эти влияния показаны на рис. 2. Степень насыщения У при всех значениях [S] снижается в присутствии ингибитора и повышается в присутствии активатора. 
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Среди аллостерических взаимодействий выделяют гомотропные (взаимодействия между идентичными лигандами) и гетеротропные (взаимодействия между различными лигандами). В рассмотренной модели кооперативное связывание субстрата ферментом представляет собой гомотропный эффект, а влияние активатора или ингибитора - гетеротропный. При согласованном механизме аллостерических взаимодействий гомотропные эффекты всегда положительны (кооперативны), а гетерогенные могут быть и положительными и отрицательными. 

1.2. Последовательный механизм аллостерического взаимодействия. 

Даниэль Кошланд разработал другую модель аллостерических взаимодействий. В ее основу положены три постулата. 

1. Каждая субъединица может существовать в одном из двух возможных конформационных состояний (R или Т). 

2. Связывание субстрата изменяет форму той субъединицы, к которой он присоединяется. Конформация другой субъединицы при этом существенно не меняется. 

3. Конформационные изменения, вызванные связыванием субстрата на одной субъединице, могут увеличивать или уменьшать сродство к субстрату другой субъединицы той же молекулы фермента. 

Рис. 3. Модель последовательного механизма кооперативного связывания субстрата аллостерическим ферментом. 

Связывание является кооперативным, если у RT-формы сродство к субстрату выше, чем у ТТ-формы. 

Модель простого последовательного механизма взаимодействия отличается от модели согласованного механизма в нескольких отношениях. Во-первых, в отсутствие субстрата весь фермент находится в Т-форме. Переход от Т-формы к R-форме индуцируется присоединением субстрата. 

Во-вторых, конформационный переход от Т к R в разных субъединицах фермента происходит не согласованно, а последовательно. В модели согласованного механизма наличие гибридной формы RT исключается. Эта модель исходит из важной роли симметрии во взаимодействии субъединиц в олигомерных белках и потому предполагает ее сохранение при аллостерических переходах. 

В-третьих, в случае согласованного механизма гомотропные взаимодействия всегда должны быть положительными, тогда как в случае последовательного механизма они могут быть либо положительными, либо отрицательными. Это зависит от структурных переходов, вызванных присоединением первой молекулы субстрата. 

Какая из моделей правильна? Для одних аллостерических белков хорошо подходит модель согласованного механизма, тогда как для других, по-видимому, применима модель последовательного механизма. Однако, существуют аллостерические белки, для описания которых требуются более сложные модели. 

2. Количественный анализ кооперативности.

Рассмотрим случай полностью кооперативного связывания. Пусть молекула фермента имеет n связывающих центров и лиганд присоединяется одновременно ко всем центрам. 

E + nS <=> ESn (6) 

Константа диссоциации имеет следующий вид: 
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(7)

Степень насыщения Y есть 
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(8)

Тогда 
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(9)

Аналогичное уравнению (9) уравнением Хилла 
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(10)

удовлетворительно описывает связывание лигандов аллостерическими белками в интервале от 10 до 90% насыщения. За пределами этого интервала экспериментальная кривая отклоняется от прямой. 
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Рис. 4. График Хилла для связывания кислорода с нормальным гемоглобином (рН 7,4)

Величина h, определяемая из наклона кривой в области полунасыщения (У=0,5) известна под названием коэффициента Хилла и является мерой кооперативности. При h = 1 кооперативность отсутствует, h > 1 - положительная кооперативность, h < 1 - отрицательная. Максимальное значение h равно числу центров связывания. Физиологическое значение кооперативного связывания состоит не в увеличении сродства лиганда к ферменту, а в том, что положительная кооперативность обеспечивает резкое изменение степени сродства в очень узком диапазоне концентраций лиганда или, иными словами, в повышении чувствительности скорости ферментативной реакции к варьированию концентрации метаболита. Уравнение Хилла можно использовать при кинетических экспериментах, если вместо У подставить v 
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(11)

1. Типы структур, образующихся при ассоциации белковых молекул

Для ферментов, обладающих субъединичной структурой, в определенных условиях наблюдается обратимый распад белковых олигомеров на субъединицы. Известны случаи, когда фермент проявляет склонность к ассоциации с образованием ассоциатов большего размера, чем исходная молекула. 

Рассмотрим 2 типа диссоциирующих ферментных систем: 1- ассоциация белковых субъединиц ведет к образованию "замкнутых" олигомерных структур; 2- ассоциация молекул фермента сопровождается образованием ассоциатов неограниченной длины. Изологическая ассоциация (т. е. ассоциация, элементарной стадией которой является взаимодействие 2-х идентичных центров ассоциации, расположенных на белковых субъединицах) дает только замкнутые структуры. 
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Рис. 5. Ассоциация идентичных мономеров а- изологическая; б- гетерологическая.

Гетерологическая ассоциация (т. е. ассоциация, элементарной стадией которой является взаимодействие 2-х разнородных центров ассоциации) может привести к образованию ассоциатов неограниченной длины. Примерами диссоциирующих ферментных систем, в которых образующийся олигомер имеет замкнутую структуру, служат NADP-зависимая изоцитратдегидрогеназа из сердца свиньи (система типа мономер <=> димер с молекулярной массой 115 кД) и гликогенфосфорилаза b из скелетных мышц кролика (система типа димер <=> тетрамер, молекулярная масса химера 194,8 кД). Примером диссоциирующей ферментной системы, в которой ассоциация молекул фермента сопровождается образованием ассоциатов неограниченной длины, может служить глутаматдегидрогеназа из печени быка. Молекула фермента, выступающая как "мономерная единица" - М в равновесии М <=> M2 <=> M3, представляет собой гексамер с молекулярной массой 312 кД. Подобный тип ассоциации наблюдается и для лизоцима (14,4 кД). 

Ассоциация мономеров с образованием замкнутой структуры и линейная ассоциация мономеров, изображенная на рисунке, сходны в том отношении, что при ассоциации мономеров возникают контакты одного типа и, следовательно, процесс ассоциации в обоих случаях описывается одной константой ассоциации. Иначе говоря, в случае линейной ассоциации константы ассоциации Мi+ Mj <=> Mi+j (K = [Mi+j]/ [Mi][Mj]) идентичны. Для глутаматдегидрогеназы в 0,2 М фосфатном буфере, рН 7,2 при 15° С величина К составляет 3,3*105 М-1, а для лизоцима в диэтилбарбитуратном буфере, рН 8,0 (μ = 0,15) при 15° С К = 4,6*102 М-1 . 

Для ряда ферментов ассоциация протекает более сложным путем. В случае, например, глицеральдегидфосфатдегидрогеназы из скелетных мышц кролика тетрамерная молекула фермента (144 кД) обратимо распадается на димеры и далее на мономеры, т. е. равновесие между олигомерными формами можно представить в виде: мономер <=> димер <=> тетрамер. Для описания подобного равновесия требуется 2 константы ассоциации, поскольку область контакта между мономерами не идентична области контакта между димерами. 

2. Характер распределения ферментативной активности среди олигомерных форм фермента

При изучении каталитической активности диссоциирующих ферментных систем часто обнаруживается, что удельная ферментативная активность (v/ [E]) не остается постоянной при варьировании концентрации фермента. Это связано с тем, что олигомерные формы фермента различаются по своим каталитическим характеристикам. Для ряда диссоциирующих ферментных систем удельная ферментативная активность (а) увеличивается с ростом концентрации фермента. Подобный характер зависимости удельной ферментативной активности от концентрации фермента означает, что ферментный олигомер обладает более высокой каталитической активностью, чем продукты его диссоциации. Отсутствие ферментативной активности у субъединиц, образующихся при диссоциации ферментного олигомера, может быть связано, например, с тем, что активный центр в ферментном олигомере возникает в зоне контакта субъединиц с участием аминокислотных остатков, принадлежащих различным субъединицам. Примером диссоциирующих ферментных систем подобного типа может служить NADP-зависимая изоцитратдегидрогеназа из сердца свиньи, которая представляет собой систему типа неактивный мономер <=> активный димер. 
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Рис. 6. Диссоциирующая ферментная система типа неактивный мономер <=> активный димер. А- зависимость удельной ферментативной активности NADP-зависимой изоцитратдегидрогеназы из сердца свиньи от концентрации фермента, рассчитанной на мономер [E]0; 0,1 мМ NADP; рН 7,4; 25 °С; [DL-изоцитрат]: 1- 5мкм, 2- 10 мкм. Б- линейная анаморфоза.
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Известны диссоциирующие ферментные системы, в которых удельная ферментативная активность снижается с ростом концентрации в следствии образования ассоциатов, обладающих меньшей активностью, чем исходная молекула фермента. Такая картина наблюдается, например, для гликогенфосфорилазы b из скелетных мышц кролика, представляющей собой систему типа активный димер <=> неактивный тетрамер. Отсутствие каталитической активности у тетрамерной формы фосфорилазы объясняется тем, что в тетрамере активный центр становится стерически недоступным для высокомолекулярного субстрата - гликогена. 

Рис. 7. Зависимость удельной ферментативной активности 6-фосфофруктокиназы из эритроцитов человека от концентрации фермента [E]0 в логарифмических координатах (0,1 М трис-НCl буфер, рН 7,1; 25° С; 0,1 мМ фруктозо-6-фосфат). [ATP]: 1-0,01 мМ; 2- 0,02 мМ; 3- 0,05 мМ. Размерность а- мкМ S/мин*мг белка. Размерность[E]0 - мкг/мл.

По анализу зависимости удельной ферментативной активности от концентрации фермента можно определить константу связывания. Для гликогенфосфорилазы b, например, удельная ферментативная активность димера оказалась = 13 мкМ Р/мин*мг белка, а К = 1,1*105 М. 

Для некоторых ферментов, представленных взаимопревращающимися олигомерными формами, удельная ферментативная активность проходит через максимум с ростом концентрации фермента. Такая картина наблюдается, например, для 6-фосфофруктокиназы из эритроцитов человека. 

Для объяснения кривых зависимости удельной ферментативной активности от концентрации фермента, проходящих через максимум, предложены модели, в которых полной каталитической активностью обладают олигомерные формы оптимального размера, а более мелкие и более крупные олигомерные формы неактивны (или малоактивны). Например, для 6-фосфофруктокиназы из эритроцитов человека предложена модель ассоциации, в которой димерная форма фермента с молекулярной массой в 190 кД способна образовывать ассоциаты неограниченной длины. При этом предполагается, что димерная форма неактивна, а ее ассоциаты проявляют каталитическую активность, которая, однако, снижается по мере увеличения размера ассоциатов. Для решения вопроса о типе дисоциации-ассоциации ферментов используют физические методы измерения молекулярной массы белков (седиментация, светорассеяние, эксклюзионная хроматография и др.). 

3. Влияние специфических лигандов на положение равновесия между олигомерными формами ферментов.

Положение равновесия между олигомерными формами фермента может контролироваться присутствием специфических лигандов (субстрата, аллостерических эффекторов). Одна из причин этого явления состоит в том, что связывание специфических лигандов приводит к конформационным изменениям белковой молекулы, затрагивающим центры ассоциации, ответственные за белок-белковые взаимодействия. Прекрасным примером может служить ассоциация димеров гликогенфосфорилазы b в тетрамеры под действием существенно необходимого активатора - АМР. 

Другая причина чувствительности положения равновесия между олигомерными формами фермента к присутствию специфических лигандов состоит в том, что в определенных случаях центры связывания специфических лигандов располагаются в зонах, участвующих в белок-белковых взаимодействиях, и стерически экранируются при образовании белковых ассоциатов. Подобная ситуация имеет место для гликогенфосфорилазы b: аминокислотные остатки, входящие в центр запасания гликогена, вовлекаются в димер-димерные контакты в тетрамере. Это обстоятельство приводит к тому, что тетрамер не способен связывать гликоген. В условиях существующего подвижного равновесия димер <=> тетрамер гликоген проявляет диссоциирующее действие.

4. Скорость установления равновесия между олигомерными формами фермента

Важной характеристикой диссоциирующих ферментных систем является соотношение между скоростью установления равновесия между олигомерными формами и скоростью протекания ферментативной реакции. Для быстро ассоциирующих ферментных систем (т. е. систем, в которых скорость установления равновесия между олигомерными формами высока в сравнении со скоростью протекания ферментативной реакции) удельная ферментативная активность, измеряемая при запуске реакции ферментом, зависит только от конечной концентрации фермента в реакционной смеси и не зависит от концентрации фермента в исходном растворе. Константа ассоциации, рассчитанная из зависимости удельной ферментативной активности от концентрации фермента, соответствует условиям определения ферментативной активности. 

Смещение равновесия между олигомерными формами фермента под действием субстрата в быстро ассоциирующих ферментных системах приводит к отклонению от простых кинетических закономерностей типа Михаэлиса-Ментен. Покажем это на примере диссоциирующей ферментной системы типа 2р <=> Р, где Р- ферментный олигомер, обратимо диссоциирующий на 2 идентичных мономера. Допустим, что активные центры в олигомерных формах р и Р являются эквивалентными и невзаимодействующими. В таком случае зависимости удельной ферментативной активности от концентрации субстрата для форм р и Р являются гиперболическими 
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(12)

где k′kat и k″kat - константы скорости каталитического распада фермент-субстратного комплекса для форм р и Р соответственно; K′m и K″m - микроскопические константы Михаэлиса для форм р и Р. Кажущаяся константа ассоциации для равновесия 2р <=> P является функцией концентрации субстрата: 
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(13)

где К0 - константа ассоциации в отсутствие субстрата; n- число активных центров в олигомерной форме Р (предполагается, что в форме р число активных центров = n/2). Общая удельная ферментативная активность складывается из двух слагаемых, каждое из которых представляет собой произведение удельной ферментативной активности сответствующей олигомерной формы на ее весовую долю: 
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(14) 

Подставляя формулы (12) и (13) в (14), можно получить выражение, позволяющее построить зависимость удельной ферментативной активности от концентрации субстрата для обсуждаемой диссоциирующей ферментной системы. Рассчитанные подобным образом зависимости для диссоциирующей ферментной системы 2р <=> Р, в которой форма р не связывает субстрат, представлены на рисунке 8. 
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Рис. 8. Кинетическое поведение диссоциирующей ферментной системы 2 р <=> P, в которой форма р не связывает субстрат (n=4). а- теоретические зависимости относительной удельной ферментативной активности (a/k″кат) от безразмерной концентрации субстрата [S]0/K″m; б- зависимости порядка скорости ферментативной реакции по субстрату (nS) от величины а/k″кат; значения безразмерной начальной концентрации фермента К0[E]0: 1- 10-4, 2- 10-3; 3-10-2; 4- 10-1, 5- 1,875; 6- К0[E]0 →∞

Важно обратить внимание на то, что форма кривых зависимости а ([S]0) меняется при варьировании концентрации фермента. При К0 →∞ весь фермент находится в форме Р и зависимость а ([S]0) является гиперболической (кривая 6). При К0[E]0 < 1,875 зависимости а от [S]0 становятся S-образными (кривые 1 - 4). Причиной S-образности является смещение равновесия 2 р <=> P в сторону образования активной формы Р под действием субстрата (кажущаяся константа ассоциации К увеличивается с ростом концентрации субстрата). 

Характеристикой формы кривых зависимости удельной ферментативной активности от концентрации субстрата могут служить графики зависимости порядка скорости ферментативной реакции по субстрату от относительной удельной ферментативной активности (a/kkat). Для кривых зависимости а от [S]0, рассчитанных в условиях сосуществования олигомерных форм р и Р, значения nS превышают расчетные значения, соответствующие гиперболической зависимости а([S]0) (кривые 3 - 5). Иными словами, отклонения от зависимости Михаэлиса-Ментен таковы, что скорость ферментативной реакции становится более чувствительной к варьированию концентрации субстрата. При К0[E]0< 1,875 зависимости nS(a/k″kat) проходят через максимум. Максимальное значение при уменьшении концентрации фермента стремится к n (т. е. к 4 в обсуждаемом случае). 

Примером диссоциирующей ферментной системы, в которой S-образность кривых зависимости v([S]0) проявляется при уменьшении концентрации фермента, может служить 6-фосфофруктокиназа из эритроцитов человека. Причиной появления S-образности кинетических кривых является сборка активных олигомеров из неактивных димеров под действием субстрата (фруктозо-6-фосфата). 

В диссоциирующей ферментной системе типа 2р <=> Р, где форма Р не связывает S, также возможны существенные отклонения от закона Михаэлиса-Ментен, проявляющиеся, в частности, в появлении S-образности кривых зависимости v([S]0). В качестве примера на рисунке 10.5 приведены зависимости скорости ферментативной реакции, катализируемой глицеральдегидфосфатдегидрогеназой (ГАФ-дегидрогеназой) из скелетных мышц кролика, от концентрации субстрата (D-глицеральдегид-3-фосфата), полученные при различных начальных концентрациях фермента. 
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Рис.9. Зависимость относительной скорости ферментативной реакции (v/V), катализируемой ГАФ-дегидрогеназой из скелетных мышц кролика, от концентрации субстрата - D-ГАФ (50 мМ трис-НСl, рН 7,5, 25 С). [E]: 1- 3*10-8 М, 2- 3*10-7, 3- 10-6 М.

При достаточно высоких значениях [E]0 зависимости v([S]0) приобретают S-образный характер вследствие распада неактивных тетрамеров на активные димеры (и мономеры) под действием субстрата. 

Для диссоциирующих ферментных систем, в которых скорость установления равновесия между олигомерными формами фермента сравнима со скоростью протекания ферментативной реакции, кривые накопления продукта реакции во времени (при запуске реакции ферментом) нелинейны вследствие изменения соотношения между олигомерными формами фермента. Если в условиях определения ферментативной активности происходит смещение равновесия между олигомерными формами фермента в сторону образования более активной формы, то на кинетических кривых наблюдается лаг-период. Если смещение равновесия происходит в сторону образования менее активной формы, то на кинетических кривых наблюдается начальный всплеск. Длительность лаг-периода или начального всплеска зависит от концентрации фермента. В качестве примера на рисунке 10.6 показана кинетическая кривая с лаг-периодом для гомосериндегидрогеназы из проростков кукурузы. 
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Рис.10. Кинетика действия гомосериндегидрогеназы II из проростков кукурузы (20 мМ L-гомосерин, 6,7 мМ NAD, 0,75 мМ L-тре; рН 9,0; 25 С). а- кинетика накопления продукта, б- зависимость длительности лаг-периода (в c) от [E] (в ед/мл) в логарифмических координатах.

Длительность лаг-периода (τ) снижается с увеличением концентрации фермента, причем зависимости lg τ (lg[E]0) представляет собой прямую с наклоном равным -1. Теоретический анализ показал, что такая ситуация должна наблюдаться в том случае, когда в условиях определения ферментативной активности 2 неактивных протомера ассоциируют в активную форму фермента. 

Для медленно диссоциирующих ферментных систем (т. е., для систем, в которых скорость установления равновесия между олигомерными формами фермента очень мала по сравнению со скоростью протекания ферментативной реакции) удельная ферментативная активность определяется концентрацией фермента в исходном растворе (при запуске реакции ферментом). Константа ассоциации, рассчитанная из зависимости удельной ферментативной активности от концентрации фермента, соответствует условиям хранения фермента (а не концентрации фермента в эксперименте). Экспериментальная зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата (или эффектора) представляет собой наложение соответствующих зависимостей, характеризующих отдельные олигомерные формы. Форма кривой зависимости v([S]0) меняется при варьировании концентрации фермента в исходном растворе. 

Для многоступенчатых диссоциирующих ферментных систем возможна такая ситуация, когда скорость установления равновесия между олигомерными формами фермента на одних ступенях высока, а на других - низка по сравнению со скоростью ферментативной реакции. В этом случае при запуске реакции ферментом удельная ферментативная активность (а также форма кривых зависимости v([S]0)) изменяется при варьировании концентрации фермента как в реакционной смеси, так и в исходном растворе. Примером такой системы является α-кетоглутаратдегидрогеназа из грудной мышцы голубя. 

5. Динамическая микрокомпартментализация метаболитов.

В ходе своего функционирования ферменты могут динамически взаимодействовать, обеспечивая микрокомпартментализацию определенного интермедиата. Интермедиат может передаваться от активного или аллостерического центра одного фермента к активному центру другого. Такой механизм взаимодействия предполагается у NAD-зависимых дегидрогеназ. Была предложена схема регуляции гликолиза, основанная на динамической микрокомпартментализации метаболитов. 

[image: image21.png]Kounexe Komnnexe
1 FBPasa - PFK-rerpavep  ALD - GAPD-uistep

B
Lol

> Fru6p ‘__> Fru16P; W) DG >

DHAP

B GAPD-rerpaviep
Kosnzexe

F§n PFK-aumep - ALD
NN

= Fuer <= Fuien T 6ar —> DPG —

DHAP




Рис. 11. Модель регуляции гликолиза, учитывающая образование динамических комплексов ферментов. А и Б - высокий и низкий уровни фруктозо-1,6-бисфосфата (Fru-1,6-P2). FBPаза - фруктозо-1,6-бисфосфатаза; PFK - 6-фосфофруктокиназа; ALD - фруктозобисфосфатальдолаза; GAPD - глицеральдегидфосфатдегидрогеназа; Fru-6-P - фруктозо-6-фосфат; G-3-P - D-глицеральдегид-3-фосфат; DHAP - диоксиацетонфосфат; GPD - 3-фосфо-D-глицероилфосфат.

Основная роль в регуляции гликолиза отводится уровню одного из гликолитических интермедиатов, а именно - фруктозо-1,6-бисфосфата. При высоких концентрациях фруктозо-1,6-бисфосфата (верхняя часть схемы) фруктозобисфосфат-альдолаза способна образовывать комплекс с глицеральдегидфосфатдегидрогеназой. Предполагается, что дегидрогеназа в комплексе с альдолазой находится в димерной форме. 6-Фосфофруктокиназа в этих условиях будет связана преимущественно с фруктозо-1,6-бисфосфатазой, а не с альдолазой. Агрегационное состояние ферментов благоприятствует высокой скорости гликолиза. В частности, в комплексе альдолазы с глицеральдегидфосфатдегидрогеназой происходит прямой перенос глицеральдегид-3-фосфата на активный центр глицеральдегидфосфатдегидрогеназы. Благодаря этому исключается выход глицеральдегид-3-фосфата в объем и неблагоприятная с точки зрения дегидрогеназной реакции его гидратация в диольную форму. Таким образом, продуктами каталитического действия комплекса альдолазы с глицеральдегидфосфатдегидрогеназой на фруктозо-1,6-бисфосфат являются дифосфоглицерат и диоксиацетонфосфат. 

При снижении концентрации фруктозо-1,6-бисфосфата (нижняя часть схемы) для альдолазы более предпочтительным оказывается образование комплекса с 6-фосфофруктокиназой. Глицеральдегидфосфатдегидрогеназа находится преимущественно в менее активной тетрамерной форме. Этой ситуации соответствует низкая скорость гликолиза. 

1. Физиологическая важность обратимого связывания ферментов субклеточными структурами

Многочисленные данные свидетельствуют о том, что ферменты способны обратимо связываться с мембранами клеток, цитоскелетом, структурными белками мышц. Физиологическую важность этого явления подтверждают следующие факты: 

а) обратимая адсорбция ферментов может приводить к изменению их каталитических и регуляторных свойств и, следовательно, являться фактором, регулирующим активность ферментов; 

б) адсорбция ферментов может обеспечивать компартментализацию метаболитов у поверхности, на которой адсорбированы эти ферменты; 

в) адсорбированные ферменты могут образовывать упорядоченные мультиферментные структуры (метаболоны), благодаря чему появляется возможность регулировать метаболический процесс как единое целое; 

г) ферменты, адсорбированные на белковых порах мембран, могут участвовать в активном транспорте метаболитов через мембрану; 

д) адсорбированные ферменты более стабильны, чем свободные ферменты и таким образом, адсорбция может служить фактором, снижающим скорость деградации ферментов в клетке.

2. Адсорбционный механизм регуляции. Изменение свойств фермента.

О реализации адсорбционного механизма регуляции ферментативной активности можно говорить в том случае, когда выполняются следующие условия: 

1) существование обратимого равновесия между свободной формой фермента и адсорбированным ферментом; 

2) изменение каталитических характеристик фермента при адсорбции; 

3) чувствительность подвижного равновесия между свободной и связанной формами фермента к присутствию клеточных метаболитов. Примером такой системы может служить 6-фосфофруктокиназа. 
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Рис. 12. Изменение активности 6-фосфофруктокиназы при адсорбции на эритроцитах человека (50 мМ трис-НСl буфер, рН 7,5; 3 мМ МgCl2, 25 С) а- зависимости скорости ферментативной реакции, катализируемой свободной 6-фосфофруктокиназой (1) и мембраносвязанным ферментом (2), от концентрации фруктозо-6-фосфата (1 мМ АТР); б- зависимости скорости ферментативной реакции, катализируемой свободной 6-фосфофруктокиназой (1) и мембрано-связанным ферментом (2), от концентрации АТР (0,2 мМ фруктозо-6-фосфат)

Переход фермента в адсорбированное состояние сопровождается исчезновением кинетической кооперативности по субстрату - фруктозо-6-фосфату. Одновременно связанная 6-фосфофруктокиназа становится гораздо менее чувствительной к ингибированию выскокими концентрациями АТР по сравнению со свободным ферментом. 
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на субклеточных структурах может быть изменение конформации белковой молекулы, стерическое экранирование активных или аллостерических центров, изменение микроокружения молекулы фермента, сопровождающее переход фермента из свободного состояния в адсорбированное. 

В качестве примера рассмотрим влияние специфического лиганда (АТР) на положение равновесия между свободной и адсорбированной формами фруктозобисфосфат-альдолазы. 



Рис. 13. Влияние АТР на связывание фруктозобисфосфат-альдолазы Ф-актином (рН 6,9, 30 °С)

Кривая десорбции носит S-образный характер. Идея о том, что обратимое связывание ферментов субклеточными структурами имеет регуляторное значение, была впервые высказана А.И. Опариным (1933). Дальнейший теоретический анализ показал, что в адсорбционных ферментных системах могут наблюдаться те же кинетические аномалии, важные для выполнения этими системами регуляторных функций, что и в аллостерических и в диссоциирующих ферментных системах. 

Рассмотрим адсорбционную ферментную систему, в которой связывание фермента происходит на ферментсвязывающих центрах (А) подложки: 

Е + А <=> ЕА (15) 

Допустим, что при связывании фермента происходит стерическое экранирование активных центров в молекуле фермента (т. е. адсорбированная форма фермента каталитически неактивна). Для простоты примем, что активные центры в свободной форме фермента являются эквивалентными и невзаимодействующими. Анализ выражения для порядка скорости ферментативной реакции по субстрату показывает, что при обратимой адсорбции мономерного фермента (n=1) возможно понижение чувствительности скорости ферментативной реакции к изменению концентрации субстрата (по сравнению с чувствительностью, характеризующей кинетику Михаэлиса-Ментен). Это проявляется в затяжном характере выхода скорости реакции v на предельное значение с ростом концентрации субстрата [S]0. Более яркому проявлению пониженной чувствительности скорости ферментативной реакции к изменению [S]0 благоприятствуют следующие условия: К0[E]0 >> 1, K0[A]0 >> 1 и К0[S]0 ≈ K0[S]0. 

В то же время для адсорбционной системы, в которой адсорбция ферментного олигомера сопровождается стерическим экранированием нескольких субстратсвязывающих центров, возможна повышенная чувствительность скорости ферментативной реакции по субстрату к изменению [S]0, проявляющаяся в S-образном характере зависимости v от [S]0 и в превышении значений порядка скорости ферментативной реакции по субстрату над расчетными значениями, соответствующими гиперболической зависимости v([S]0). 

[image: image22.png]@





Рис. 14. Кинетическое поведение адсорбционной ферментативной системы, в которой адсорбированная форма фермента не связывает субстрат (n=4). а- теоретическая зависимость относительной скорости ферментативной реакции v/V от безразмерной концентрации субстрата [S]0/Kм; б- зависимость порядка скорости ферментативной реакции по субстрату (nS) от отношения v/V; пунктирная линия соответствует случаю, когда выполняется михаэлисова кинетика; K0[A]0 = 100; значения безразмерной концентрации фермента К0[E]0: 1- К0[E]0 → 0; 2- 40; 3- 80 и 4- 100. 

Более яркому проявлению повышенной чувствительности скорости ферментативной реакции к изменению [S]0 благоприятствуют условия: K0[E]0<< 1 и K0[A]0>> 1. Следует подчеркнуть, что причиной обсуждаемых кинетических аномалий является смещение равновесия между свободной и связанной формами фермента под действием субстрата (если адсорбированная форма фермента не связывает субстрат, то последний, очевидно, смещает равновесие в сторону образования свободной формы). 

Экспериментальным подтверждением подобного механизма возникновения кинетической кооперативности по субстрату могут служить данные Ллуис с соавторами по изучению кинетического поведения растворимой лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и фермента, связанного митохондриями печени кролика. Связанная ЛДГ проявляет заметно меньшее сродство к пирувату и NADH, чем цитозольный фермент. Для системы, содержащей находящиеся в равновесии цитозольную и связанную митохондриями форму ЛДГ, авторы наблюдали S-образные зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации пирувата и NADH. 

3. Физиологические последствия адсорбции ферментов. Компартментализация метаболитов.

Адсорбированные ферменты могут обеспечивать компартментализацию метаболитов у поверхности субклеточных структур, на которых они адсорбированы. Рязанова А. Г. и Спирин А. С. в 1988 предложили модель - "эстафета у поверхности", которая учитывает возможность прямой передачи интермедиата из активного центра одного фермента в активный центр другого, возможность обратимой адсорбции фермента на субклеточных структурах и способность субстратов и продуктов вызывать десорбцию соответствующих ферментов с поверхности. 
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Рис. 15. Эстафетная модель работы ферментов гликолиза.

Неработающие ферменты ассоциированы с субклеточными структурами. В процессе работы ферменты десорбируются с поверхности структур. Фермент, удерживающий метаболит, передает его следующему ферменту метаболического пути, адсорбированному на поверхности. Передача осуществляется в фермент-ферментном комплексе, остающемся адсорбированным на поверхности. Первый фермент, освободившись от интермедиата, адсорбируется на поверхности, а второй фермент со своим продуктом высвобождается в объем. События подобного рода повторяются при вовлечении в процесс следующих ферментов гликолиза. Результатом действия ферментов по эстафетному механизму будет то, что интермедиаты метаболического пути остаются вблизи поверхности. Для подтверждения модели необходима постановка специальных экспериментов.

4. Сборка мультиферментных комплексов на субклеточных структурах.

Связывание определенных ферментов на субклеточных структурах может быть предпосылкой для связывания других ферментов, которые сами по себе с субклеточными структурами не взаимодействуют. Например, фосфоглицеромутаза не способна связываться комплексом Ф-актина с тропомиозином. Однако после адсорбции лактатдегидрогеназы связывание фосфоглицеромутазы становится возможным, т. е. эти ферменты взаимодействуют в связанном состоянии. Ряд исследователей полагает, что благодаря взаимодействию адсорбированных ферментов возможно образование мультиферментных комплексов, объединяющих ферменты общего метаболического пути. Предполагается образование комплексов гликолитических ферментов на актиновых нитях миофибрилл, другие авторы допускают сборку ансамблей гликолитических ферментов на внутренней поверхности мембраны эритроцитов. 

Сборка ферментов общего метабо лического пути в упорядоченный ансамбль ведет к образованию микрокомпартмента, в котором метаболический процесс протекает изолированно, без выхода интермедиатов в окружающий объем. Т. о., явление микрокомпартментализации метаболитов может служить одним из указаний на образование мультиферментной системы. Экспериментально была доказана микрокомпартментализация гликолитических интермедиатов в эритроцитах. Существование таких микрокомпартментов связано, по-видимому, с образованием надмолекулярных структур, объединяющих ферменты гликолиза. 

Образование метаболона возможно при наличии соответствующих центров узнавания у ферментов метаболического пути. О наличии подобных центров свидетельствуют многочисленные экспериментальные данные об образовании комплексов 2-х и более ферментов. Помимо этого, Мозес с сотрудниками (1976) с помощью эксклюзионной хроматографии выдел из Е.соli агрегаты гликолитических ферментов. На электронных микрофотографиях эти агрегаты выглядят как частицы с диаметром около 30 нм (молекулярная масса около 7,5 млн Д). Показано, что агрегаты содержат активности всех гликолитических ферментов. Из экспериментов с меченой глюкозой и глюкозо-6-фосфатом, следует, что комплекс гликолитических ферментов обеспечивает "каналирование" гликолитических интермедиатов (Мозес,1986). 

Важно подчеркнуть, что в клетках сборка мультиферментных ансамблей, объединяющих ферменты общего метаболического пути, - метаболонов происходит на клеточных структурах. Шрер (1985) предложил следующее определение метаболона: надмолекулярный комплекс ферментов, катализирующих последовательные стадии метаболического пути, и структурных элементов клетки. Например, в эритроцитах предполагается, что сборка ансамблей гликолитических ферментов происходит на интегральном мембрано-связанном гликопротеине - белке полосы 3, осуществляющем транспорт анионов через мембрану. Роль якорной площадки отводится белку полосы в связи с тем, что известна его способность связывать фруктозобисфосфат-альдолазу, глицеральдегидфосфатдегидрогеназу и 6-фосфо-фруктокиназу. Предложена гипотетическая структура гликолитического метаболона. Предполагается, что начальной стадией сборки гликолитического метаболона является посадка 6-фосфо-фруктокиназы на белок полосы 3. В сборке гликолитического метаболона участвует и цитоскелет мембраны эритроцитов. Участие подложки определяет однозначность сборки гликолитического метаболона. Предложена и гипотетическая структура метаболона, объединяющего ферменты цикла трикарбоновых кислот. Метаболоны собираются из индивидуальных ферментов на внутренней мембране митохондрий. Ключевую роль при сборке метаболона играет адсорбция α-кетоглутаратдегидрогеназного комплекса на мембране. В состав якорной площадки входит один из ферментов цикла трикарбоновых кислот - сукцинатдегидрогеназа - интегральный белок внутренней мембраны митохондрий. 

Метаболоны, формирующиеся на клеточных мембранах, являются структурно упорядоченными ансамблями. Предполагается, что метаболоны обладают осью симметрии 3-го порядка, перпендикулярной к плоскости мембраны. 

Периферические мембрано-связанные ферменты могут участвовать в активном транспорте метаболитов через мембрану за счет энергии ферментативной реакции, катализирумой ферментом. Возможно, подобным образом функционирует гексокиназа, адсорбированная на порине, встроенном во внешнюю мембрану митохондрий. Известно, что адсорбированная гексокиназа эффективно использует синтезируемый митохондриями АТР. Не исключено, что транспорт адениновых нуклеотидов через порин сопряжен с действием гексокиназы. 

Заключение. 

Аллостерический, диссоциативный и адсорбционный механизмы регуляции активности ферментов обеспечивают регуляцию метаболических процессов на уровне ферментов. У Надмолекулярных структур появляется новый, иерархически более высокий регуляторный механизм. Важность изучения структурных уровней, соответствующих биомакромолекулам и надмолекулярным комплексам, состоит в том, что они играют роль стандартных блоков (транспортные, ферментные, сократительные, рецепторные, энергизирующие) в построении более высоких структурных уровней (клетка, орган, ткань, системы органов, организм), выполняющих более сложные функции и регулируемые с участием иерархически более важных регуляторных механизмов. В целом эволюция осуществляется с помощью комбинации одних и тех же универсальных блоков, что приводит к возникновению функциональных блоков более высокого ранга, которые обладают новыми, уникальными функциями. 

Регуляция действия ферментов 
В живой клетке скорость ферментативных реакций находится под строгим контролем, что позволяет каждой метаболической цепочке реакций постоянно изменяться, приспосабливаясь к меняющимся потребностям клетки в продукте. 
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Метаболическая цепь: А, В, С, D - метаболиты, Е1, Е2, Е3, Е4 - ферменты 


В каждой метаболической цепи есть фермент, который задает скорость всей цепочке реакций. Он называется регуляторным ферментом. Существует несколько способов регуляции действия ферментов: 

· изменение активности фермента при его постоянной концентрации; 

· изменение концентрации фермента, обычно в результате ускорения (индукции) или торможения (репрессии) синтеза фермента; 

Основные способы регуляции активности ферментов 
Аллостерическая регуляция. Фермент изменяет активность с помощью нековалентно связанного с ним эффектора. Связывание происходит в участке, пространственно удаленном от активного (каталитического) центра. Это связывание вызывает конформационные изменения в молекуле белка, приводящие к изменению определенной геометрии каталитического центра. Активность может увеличиться - это активация фермента, или уменьшиться - это ингибирование. 
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Аллостерическая активация фермента 


«Сообщение» о присоединении аллостерического активатора передается посредством конформационных изменений каталитической субъединице, которая становится комплементарной субстрату, и фермент «включается». При удалении активатора фермент вновь переходит в неактивную форму и «выключается». Аллостерическая регуляция является основным способом регуляции метаболических путей. 

Регуляция активности ферментов путем фосфорилирования-дефосфорилирования . Фермент изменяет активность в результате ковалентной модификации. 
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Регуляция активности липазы 


В этом случае фосфатная группа - ОРО32- присоединяется к гидроксильным группам в остатках серина, треонина или тирозина. В зависимости от природы фермента фосфорилирование может его активировать или, наоборот, инактивировать. Реакция присоединения фосфатной группы и ее отщепление катализируют специальные ферменты - протеинкиназы и протеинфосфатазы. 

Регуляция путем ассоциации-диссоциации субъединиц в олигомерном ферменте. Этот процесс иногда начинается с ковалентной или нековалентной модификации одной из субъединиц. Например, фермент протеинкиназа в неактивной форме построена как тетрамер R2C2 (R и С - разные субъединицы). Активная протеинкиназа представляет собой субъединицу С, для освобождения которой необходима диссоциация комплекса. Активация фермента происходит при участии cAMP (циклоаденозинмонофосфорная кислота), которая способна присоединиться к субъединице R, после чего изменяется конформация, комплементарность субъединиц R и С и происходит диссоциация комплекса: R2C2 + 2cАМР 2С + 2(R -сАМР) Циклический АМР является продуктом АТР, превращение которой катализирует фермент аденилатциклаза: АТРс АМР + Н4Р2О7 

Аденилатциклазная система. Аденилатциклаза и протеинкиназа катализируют взаимосвязанные реакции, которые составляют единую регуляторную систему. 

	[image: image27.png]



Аденилатциклазная система 


С помощью этой системы в клетку передаются сигналы из внеклеточной среды, и в нужном направлении изменяется метаболизм клетки. Внеклеточным вестником сигнала могут быть разные молекулы, в том числе и гормоны. Эти молекулы не проникают внутрь клетки, но «узнаются» мембранными рецепторами. При активации аденилатциклазы происходят следующие этапы: 

	




· изменение конформации рецептора после присоединения к нему сигнальной молекулы и увеличение его сродства к регуляторному G-белку. В результате образуется комплекс рецептора и протомеров G-белка; 

· образование этого комплекса приводит к изменению конформации a -протомера G-белка, который теряет сродство к GDP и происходит замена GDP на GTP. В результате комплекс протомеров G-белка распадается; 

· a -протомер взаимодействует с аденилатциклазой, что ведет к изменению ее конформации и как следствие этого - активации; 

· после этого аденилатциклаза катализирует синтез cAMP, который в свою очередь активирует cAMP-зависимую протеинкиназу. Активация последней связана с диссоциацией комплекса входящих в нее протомеров после присоединения cAMP. Протеинкиназа фосфорилирует соответствующие ферменты, изменяет их активность и, следовательно, скорость метаболизма в клетке. 

Активация ферментов путем частичного протеолиза. Некоторые ферменты синтезируются первоначально неактивными и лишь после секреции из клетки переходят в активную форму. Неактивный предшественник называется проферментом. Активация профермента включает модификацию первичной структуры с одновременным изменением конформации. Например, трипсиноген, синтезированный в поджелудочной железе, затем в кишечнике превращается в трипсин путем удаления фрагмента с N-конца: энтеропептидаза трипсиногентрипсин + Val-(Acn) -Lys Расщепление определенных пептидных связей «запускает» новые взаимодействия R-групп по всей молекуле, приводя к новой конформации, в которой R-группы активного центра занимают оптимальное положение для катализа. Нарушения структуры какого-либо фермента, ведущие к снижению его активности, приводят к нарушению метаболических путей, в которых участвует этот фермент. Такие нарушения почти всегда проявляются как болезни. Повреждения ферментов бывают двух типов: наследственные дефекты строения фермента и повреждения, вызванные попадающими в организм токсическими веществами, ингибирующими фермент.

АВТОНОМНАЯ САМОРЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ ПРОЦЕССОВ


Существуют различные механизмы регуляции процессов, протекающих в организме.


3 уровня регуляции:


1) Самый молодой уровень филогенетически - НЕЙРОГУМОРАЛЬНАЯ регуляция (с участием центральной нервной системы, классических гормонов и гормонов местного действия)


2) РЕГУЛЯЦИЯ НА ГЕНЕТИЧЕСКОМ УРОВНЕ - изменение скорости биосинтеза белка.


3) Филогенетически наиболее старый уровень - АВТОНОМНАЯ САМОРЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТОВ.


АВТОНОМНАЯ САМОРЕГУЛЯЦИЯ - это регуляция, которая происходит благодаря  только самим участникам реакции, то есть за счет фермента, его субстрата (или  субстратов) и/или продуктов деятельности данного фермента. Фермент не только работает, но еще и сам себя регулирует.


Механизмы автономной саморегуляции очень многочисленны, но построены на двух основных принципах.


1) Механизмы, основанные на кинетических свойствах фермента, количественно характеризуемых Км и Vmax - это механизмы КИНЕТИЧЕСКОГО  ТИПА.


2) Второй принцип связан с аллостерическими свойствами фермента, то есть со  способностью фермента угнетаться или активироваться под действием субстрата и/или продуктов. Это механизмы АЛЛОСТЕРИЧЕСКОГО ТИПА.


Такие аллостерические механизмы есть не у каждого фермента. Они обычно    накладываются на механизмы кинетического типа и определяют особенности регуляции данного фермента.

                       E

                  А --------> B


Кинетика данной ферментативной реакции описывается уравнением Михаэлиса-Ментен и кривой, изображенной на рисунке.
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Если в клетку поступает мало субстрата, то он медленно и расщепляется. При изменении скорости поступления субстрата в клетку  фермент работает так,  чтобы поддержать концентрацию субстрата  в  клетке  около  Км.

  На этот механизм  могут накладываться   механизмы   аллостерического   типа:

1. СУБСТРАТ  или  ПРОДУКТ  -  аллостерический  ИНГИБИТОР своего  фермента.

[image: image30.png]8]





При чрезмерном поступлении субстрата в клетку скорость утилизации субстрата все больше будет замедляться. Так происходит, когда избыток продукта реакции опасен для клетки (опаснее, чем избыток субстрата).

2. СУБСТРАТ - аллостерический АКТИВАТОР своего фермента.
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Кинетическая кривая имеет S-образный характер, то есть имеет 2 перегиба, как кривая диссоциации оксигемоглобина. В этом случае концентрация субстрата   удерживается более эффективно на постоянном уровне и в более узком диапазоне, чем в предыдущем случае.

3. ПРОДУКТ реакции -  аллостерический  АКТИВАТОР  своего фермента.
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Кинетическая кривая имеет лавинообразный (взрывообразный) характер. С увеличением концентрации субстрата скорость реакции, как обычно, возрастает. Это приводит к накоплению продукта, который активирует свой фермент. Это приводит к накоплению продукта, который активирует фермент, в результате продукт накапливается еще быстрее, а фермент активируется еще сильнее. Скорость реакции становится очень большой, и реакция протекает мгновенно до полного расщепления субстрата. Примеры: реакция образования фибрина из фибриногена; система иммунохимической защиты организма.

    4. ОДИН СУБСТРАТ - ДВА ФЕРМЕНТА И ДВА ПРОДУКТА. 
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 В общем случае кинетические кривые этих двух реакций не совпадают.
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При малых концентрациях субстрата     "А" будет преимущественно протекать 1-я реакция, то есть наибольшая часть вещества "А"  будет превращаться в "В", а меньшая часть - превращаться в "С". При увеличении концентрации "А" все  больше субстрата станет превращаться в "С" по второму пути. При некоторой концентрации "А" (в точке пересечения кривых) скорости обеих реакций сравняются. В этой точке половина вещества "А" будет превращаться в "В", а вторая половина - в "С". Если концентрацию "А"  повышать дальше, то начнет преобладать  второй путь превращений - в вещество "С". Такой механизм  регуляции  встречается, когда опасно накопление в клетке не только избытка вещества "В", но и избытка субстрата "А". И поэтому клетка при высоких концентрациях "А" направляет его на  образование безопасного продукта С. Путь из "А" в "С" - это резервный путь метаболизма (альтернативный путь). Если на такой механизм накладываются аллостерические механизмы регуляции, то они могут стать более точными. Например, если продукт "В" - аллостерический ингибитор своего фермента Е1 или аллостерический активатор фермента Е2, то переключение на резервный (альтернативный) путь будет происходить   более четко.

5. ОДИН СУБСТРАТ, ДВА ФЕРМЕНТА И ОДИН ПРОДУКТ


Одна и та же химическая реакция в организме может катализироваться разными белками-ферментами. В таком случае они называются изоферментами - это разные молекулярные формы одного и того же фермента. Они могут отличаться обычно очень незначительно. Например, в молекуле один или несколько аминокислотных остатков  могут быть заменены другими. Но этого достаточно, чтобы возникли различия в значениях ИЭТ, оптимальном значении рН для действия фермента (рН-оптимум), и в субстратной специфичности, и в величинах Vmax и Km. Называют такие ферменты, как   правило, одинаково, но добавляют к названию номер или иное дополнение (для идентификации). И в этом случае, если определять кинетику ферментативных реакций   изоферментов, то кривые будут отличаться друг от друга. Если ферменты находятся в клетках разного типа, то изоферменты будут определять специфику метаболизма своих клеток.
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Но если изоферменты находятся в одной клетке, то их кинетические   кривые будут сливаться в одну общую кривую, которая имеет двухступенчатую форму. Такая система регуляции работает при разных концентрациях субстрата, которые изменяются в  очень широких пределах. Наличие двух изоферментов позволяет успешно превращать субстрат и при малых, и при больших концентрациях субстрата. Характер суммарной кинетической кривой приведен на рисунке.
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Конкретным примером такого типа регуляции служит пара ферментов - гексокиназа и глюкокиназа в печени. Км гексокиназы составляет около 0,02 ммоль/л. В клетках печени кроме гексокиназы есть глюкокиназа, имеющая Км=20 ммоль/л.


В норме концентрация  глюкозы  в  крови  колеблется   в пределах от 3,9 до 6,1 ммоль/л. Так как Км гексокиназы в 100 раз меньше, чем реальная концентрация глюкозы в клетке, то гексокиназа всегда работает со скоростью,  близкой к Vmax. Благодаря высокому сродству к своему субстрату - глюкозе именно гексокиназа обеспечивает связывание глюкозы в печени в период голодания. На высоте пищеварения, когда концентрация глюкозы в системе воротной вены может составлять десятки ммоль/л, гексокиназа уже не справляется с превращением такого большого количества глюкозы. Наибольшая часть ее превращается глюкокиназой - мощным ферментом, Км которого достигает 20 ммоль/л. Поэтому глюкоза эффективно связывается клетками печени и в период голодания (за счет работы гексокиназы), и на высоте пищеварения (с помощью глюкокиназы). Благодаря такому механизму уровень глюкозы в крови, оттекающей от печени, поддерживается на нужном уровне при любых колебаниях ее концентрации в системе воротной вены.

НЕРАЗВЕТВЛЕННЫЕ МУЛЬТИФЕРМЕНТНЫЕ СИСТЕМЫ


В большинстве случаев тот или иной биохимический процесс катализируется не  одним ферментом, а целой совокупностью ферментов, каждый из которых катализирует  свой этап в длинной последовательности отдельных реакций этого процесса.


Совокупность ферментов, катализирующих последовательные реакции единого    процесса, называется мультиферментной системой.

      E1     E2      E3     E4           En
    А---->В----->C----->D------>....L----->M


1. В такой системе концентрация любого промежуточного метаболита от "В" и до "L"  будет поддерживаться постоянной даже в условиях значительных колебаний скорости  всего процесса в целом. Концентрация любого метаболита зависит только от соотношения кинетических констант 2-х ферментов - того, который ведет к образованию этого метаболита, и того, который подвергает его следующему превращению. Например,  концентрация вещества "С" зависит от кинетических констант ферментов Е» и Е3. Оба этих фермента, как и вся цепь,  могут ускорять свою работу, но концентрация "С" будет оставаться неизменной. Эти механизмы регуляции мультиферментных систем поддерживают постоянство состава внутренней среды организма.


2. В большинстве случаев величины Vmax у всех ферментов данной системы различны. Значит, у какого-то из ферментов Vmax меньше Vmax любого другого фермента. Такой фермент (с низкой Vmax) называется ЛИМИТИРУЮЩИМ ферментом данной мультиферментной системы. Именно этот фермент определяет скорость процесса в целом.


Как правило, лимитирующими являются те ферменты, которые находятся в начале  данной мультиферментной системы. Как правило, эти ферменты подвергаются воздействию регуляторных воздействий со стороны аллостерических эффекторов (в  рамках автономной саморегуляции). В таких мультиферментных системах аллостерическими эффекторами бывают часто не только продукт или субстрат данной  реакции, но и другие метаболиты - в особенности конечные продукты  (М).  Если  конечный  продукт оказывает активирующее действие, то этот механизм называется положительной обратной связью и процесс протекает взрывообразно - до полного исчерпания субстрата в системе.


Если конечный продукт - ингибитор лимитирующего  фермента - то говорят  об отрицательной обратной связи, и при увеличении концентрации конечного  продукта скорость процесса будет замедляться. Если лимитирующий фермент является одновременно и регуляторным, то его называют КЛЮЧЕВЫМ ферментом данной мультиферментной цепи.

РАЗВЕТВЛЕННЫЕ МУЛЬТИФЕРМЕНТНЫЕ СИСТЕМЫ.

    Часто мультиферментные цепи являются  разветвленными. В таких системах ключевые ферменты обычно предшествуют участкам ветвления, а сразу за разветвлением   находятся ПУНКТЫ ВТОРИЧНОГО  КОНТРОЛЯ, то есть такие ключевые ферменты, которые регулируют скорость реакций в своей ветви:
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    В этом  примере  Е1 - ключевой фермент,  а Е4 и Е7 - пункты вторичного контроля. 

ИЗОФЕРМЕНТЫ

Изоферменты, или изоэнзимы,– это множественные формы фермента, катализирующие одну и ту же реакцию, но отличающиеся друг от друга по физическим и химическим свойствам, в частности по сродству к субстрату, максимальной скорости катализируемой реакции (активности), электрофоретической подвижности или регуляторным свойствам.
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Рис. 1. Модели строения некоторых олигомерных ферментов.

а - молекула глутаматдегидроге-назы, состоящая из 6 протоме-ров (общая мол. м. 336000); б -молекула РНК-полимеразы; в -половина молекулы каталазы; г - молекулярный комплекс пи-руватдегидрогеназы.

В живой природе имеются ферменты, молекулы которых состоят из двух и более субъединиц, обладающих одинаковой или разной первичной, вторичной или третичной структурой. Субъединицы нередко называют протомерами, а объединенную олигомерную молекулу – мультимером (рис. 1).

Считают, что процесс олигомеризации придает субъединицам белков повышенную стабильность и устойчивость по отношению к действию денатурирующих агентов, включая нагревание, влияние протеиназ и др. Однако на нынешнем этапе знаний нельзя ответить однозначно на вопрос о существенности четвертичной структуры для каталитической активности ферментов, поскольку пока отсутствуют методы, позволяющие в «мягких» условиях разрушить только лишь четвертичную структуру. Применяемые обычно методы жесткой обработки (экстремальные значения рН, высокие концентрации гуанидинхлорида или мочевины) приводят к разрушению не только четвертичной структуры, но и вторичной и третичной структур стабильного олигомерного фермента, протомеры которого оказываются денатурированными и, как следствие этого, лишенными биологической активности.

Следует указать на отсутствие ковалентных, главновалентных связей между субъединицами. Связи в основном являются нековалентными, поэтому такие ферменты довольно легко диссоциируют на протомеры. Удивительной особенностью таких ферментов является зависимость активности всего комплекса от способа упаковки между собой отдельных субъединиц. Если генетически различимые субъединицы могут существовать более чем в одной форме, то соответственно и фермент, образованный из двух или нескольких типов субъединиц, сочетающихся в разных количественных пропорциях, может существовать в нескольких сходных, но не одинаковых формах. Подобные разновидности фермента получили название изоферментов (изоэнзимов или, реже, изозимов). В частности, если фермент состоит из 4 субъединиц двух разных типов – Н и М (сердечный и мышечный), то активный фермент может представлять собой одну из следующих комбинаций: НННН, НННМ, ННММ, НМММ, ММММ, или Н4, Н3М, Н2М2, НМ3, М4, соответствующую изоферментам ЛДГ1, ЛДГ2, ЛДГ3, ЛДГ4 и ЛДГ5. При этом синтез Н- и М-типов осуществляется различными генами и в разных органах экспрессируется по-разному.

В одних случаях субъединицы имеют почти идентичную структуру и каждая содержит каталитически активный участок (например, β-галакто-зидаза, состоящая из 4 субъединиц). В других случаях субъединицы оказываются неидентичными. Примером последних может служить трипто-фансинтаза, состоящая из 2 субъединиц, каждая из которых наделена собственной (но не основной) энзиматической активностью, однако, только будучи объединенными в макромолекулярную структуру, обе субъединицы проявляют триптофансинтазную активность.

Термин «множественные формы фермента» применим к белкам, катализирующим одну и ту же реакцию и встречающимся в природе в организмах одного вида. Термин «изофермент» применим только к тем множественным формам ферментов, которые появляются вследствие генетически обусловленных различий в первичной структуре белка (но не к формам, образовавшимся в результате модификации одной первичной последовательности).

Одним из наиболее изученных 4 ферментов, множественность форм которого детально изучена методом гель-электрофореза, является ЛДГ, катализирующая обратимое превращение пировиноградной кислоты в молочную. Пять изоферментов ЛДГ образуются из 4 субъединиц примерно одинакового размера, но двух разных типов. Поскольку Н-протомеры несут более выраженный отрицательный заряд при рН 7,0–9,0, чем М-про-томеры, изофермент, состоящий из 4 субъединиц Н-типа (Н4), при электрофорезе будет мигрировать с наибольшей скоростью в электрическом поле к положительному электроду (аноду). С наименьшей скоростью будет продвигаться к аноду изофермент М4, в то время как остальные изо-ферменты будут занимать промежуточные позиции. Следует подчеркнуть, что изоферменты ЛДГ, обладая почти одинаковой ферментативной активностью, различаются некоторыми физико-химическими свойствами: молекулярной массой, электрофоретической подвижностью, отношением к активаторам и ингибиторам и др., однако для каждой ткани в норме характерно свое соотношение форм (изоферментный спектр) ЛДГ. Например, в сердечной мышце преобладает Н4, т.е. ЛДГ1 , а в скелетных мышцах и печени – М4 (ЛДГ5) (рис. 2). Эти обстоятельства широко используют в клинической практике, поскольку изучение появления изоферментов ЛДГ (и ряда других ферментов) в сыворотке крови может представлять интерес для дифференциальной диагностики органических и функциональных поражений органов и тканей. По изменению содержания изоферментов в сыворотке крови можно судить как о топографии патологического процесса, так и о степени поражения органа или ткани.
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Рис. 2. Распределение и относительные количества изоферментов ЛДГ в различных органах. Экстракты нанесены на линию, отмеченную надписью «Старт». При заданных условиях опыта (рН) 4 изофермента ЛДГ движутся к аноду, а один (ЛДГ5) – к катоду. Красным цветом выделены основные изоформы ЛДГ для данного органа.
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