Лекция №5. Механизм действия фермента
План лекции

Общее понятие о катализе. Снижение энергии активации у различных филогенетических групп организмов. Фермент-субстратный комплекс. Природа сил, стабилизирующих различные конформационные состояния системы фермент-субстрат. Доказательство образования фермент-субстратного комплекса. Типы катализа, используемые в ферментативных реакциях. Общий кислотно-основной катализ. Ковалентный катализ. Связывание субстрата в напряжённой конфигурации. Эффект сближения ориентации. Увеличение предэкспоненциального фактора в ферментативных реакциях. Особенности ферментативного действия.

Схема механизма действия фермента. 

На первом этапе (I) происходит активация фермента путем связывания с аллостерическим центром регуляторных веществ (например, гормонов), что приводит к изменению конформации активного центра фермента и увеличению его способности связывать молекулу субстрата. 

На втором этапе (II)происходит 'узнавание' ферментом своего субстрата (см. Специфичность действия фермента). 

На третьем этапе (III) происходит формирование неактивного фермент-субстратного комплекса за счет образования гидрофобных и водородных связей между радикалами аминокислотных остатков субстратного центра (контактные площадки) и соответствующими группировками в молекуле субстрата. Молекула субстрата удерживается вблизи активного центра, но химическим преобразованиям еще не подвергается. 

На четвертом этапе (IV) образуется активный фермент-субстратный комплекс. При этом происходит химическое преобразование субстрата с участием каталитического центра и кофермента (если речь идет о сложном ферменте). В результате этого молекула субстрата меняет сою пространственную конфигурацию, в ней происходит перераспределение энергии и уменьшается прочность связей. 

Фермент-субстратный комплекс. Механизм сорбции

Каталитическое преобразование субстрата протекает внутри фермент-субстратного комплекса. Поэтому, чтобы понять как работает фермент, необходимо знать структуру не только нативного фермента, но и комплексов фермента с субстратами, а также промежуточных соединений и продуктов. Только так мы сможем понять, какие каталитические группы участвуют в связывании субстрата, и какие структурные изменения происходят в субстрате и ферменте при образовании фермент-субстратного комплекса. Основная трудность на этом пути связана с тем, что реакции в фермент-субстратных комплексах протекают за доли секунды, тогда как для снятия рентгенограммы требуется, как правило, несколько часов. В связи с этим обычно определяют структуру комплексов ферментов с продуктами реакции, ингибиторами или аналогами субстратов. 

В фермент-субстратном комплексе действуют те же силы, которые обычно возникают при межмолекулярных взаимодействиях. Их классификация подробно представлена - Уэббом Л. в книге «Ингибиторы ферментов и метаболизма» М. Мир, 1966. 

Среди механизмов, которые играют главную роль при образовании комплекса фермент-субстрат в воде, отметим следующие: 

1. образование ковалентных связей; 

2. гидрофобные взаимодействия между аполярными (углеводородными) фрагментами субстратной молекулы и дегидратированными (хотя бы частично) областями поверхностного слоя глобулы; 

3. электростатические взаимодействия между заряженными группами субстрата и ионизованными аминокислотными остатками полипептидных цепей; 

4. образование водородных связей. 

Общим для большинства ферментных систем является то, что субстрат связывается с активным центром двумя или большим числом точек. Образованию весьма прочных «многоточечных» (хелатных) комплексов способствует то, что полипептидные цепи белка и особенно боковые группы аминокислотных остатков, находящихся в поверхностном слое, не зафиксированы слишком жестко и обладают определенной подвижностью (гибкостью). В результате обеспечивается возможность пространственной настройки отдельных сорбционных участков глобулы на соответствующие (связываемые ими) фрагменты сорбируемой молекулы. Иными словами, сорбционный участок глобулы, в принципе, способен принять конфигурацию, несколько отличную от равновесной (т. е. термодинамически устойчивой в отсутствие лиганда), чтобы обеспечить наибольший контакт фермента с лигандом). Конформационные изменения в молекуле фермента при комплексообразовании были зарегистрированы как с помощью химических, так и физических методов (ЯМР, ЭПР, дифракция рентгеновских лучей и др.). 

Не менее важную роль в комплексообразовании играет также и повышенная микровязкость в поверхностном слое. Повышенная микровязкость обусловлена тем, что подвижность полипептидных цепей заторможена. Если бы это было не так, то энтропийные потери при образовании сложного комплекса фермент-органический лиганд могли бы стать столь большими, что образование его было бы неэффективным. 

Многоточечный характер комплексообразования в сочетании с эффектом повышенной микровязкости приводит практически к полной потере диффузионной подвижности органического лиганда. Так, методом ЯМР было показано, что молекула NAD в активном центре алкогольдегидрогеназы (где она выступает в роли кофермента) обнаруживает сильно заторможенное вращение по сравнению с ее подвижностью в комплексе с сывороточным альбумином.

Прочность комплексов фермент-лиганд (оценка свободной энергии сорбции).

Сорбцию лиганда на ферменте (константа равновесия Кассоц ) 

Е + L <==> E*L (2.1) 

с термодинамической точки зрения удобнее рассматривать как последовательный, состоящий из двух этапов процесс. Будем считать, что на первом этапе происходит сближение частиц, которое включает остановку лиганда L против центра сорбции фермента E с одновременным «замораживанием» вращения и некоторых колебательных степеней свободы. При этом система Е + L принимает состояние, близкое к переходному состоянию образования связи Е*L. На сближение частиц необходимо затратить свободную энергию, равную ΔGсближ. Лишь затем (уже в «собственном» акте сорбции, который в рамках данной модели условно можно рассматривать как «внутримолекулярный» процесс образования связи) может реализоваться выигрыш свободной энергии гидрофобного, электростатического или другого взаимодействия фермент-лиганд ΔGвнутрE*L. В итоге суммарное изменение свободной энергии процесса (2.1) ΔGассоц = - RTlnKассоц можно представить следующим образом: 

ΔGассоц = ΔGсближ + ΔGвнутрE*L (2.2) 

Для того чтобы оценить значение ΔGассоц, рассмотрим по отдельности каждый из членов правой части уравнения (2.2). Для оценки ΔGсближ примем, что эта величина определяется в первом приближении потерями энтропии связываемой молекулы. В этом случае энтропию сближения (ΔSсближ) просто оценить для комплексообразования с белком жесткой сферической молекулы. При некоторых допущения о стерическом факторе (ограничивающем площадь соприкосновения частиц и их вращательное движение) можно прийти к значениям -TΔSсближ ∼ 3-5 ккал/моль (12,6 - 21 кДж/моль) (при комнатной температуре). Если же связывание сопровождают существенные потери также и внутренних вращательных степеней свободы, ассоциация может стать по энтропии еще менее выгодной. Так, оценка энтропии ассоциации с белком линейного дианиона 

-НО3Аs - C6H4 - NHCO - C6H4 - CONH - C6H4 - AsO3H- 

с большим числом степеней свободы вращательного движения приводит к значению -TΔSсближ ~ 30 ккал/моль (126 кДж/моль). Потеря энтропии, сопровождающая включение в комплекс молекулы воды, была оценена в -TΔ Sсближ ~ 4 - 6 ккал/моль (16,8-25,2 кДж/моль). Экспериментальные значения согласуются в первом приближении с этими величинами. Комплексообразование аминокислотного субстрата с ферментом характеризуется величиной ΔGсближ ~ 2 - 4 ккал/моль (8,4 - 16,8 кДж/моль). 

Перейдем к оценке второго члена в правой части уравнения (2.2), полагая, что в простейшем случае реализуется лишь один тип взаимодействия между ферментом и сорбируемой молекулой (или ионом). 

Вклад гидрофобного взаимодействия в свободную энергию сорбции органической молекулы на ферменте можно оценить теоретически. Однако более плодотворными для оценки «прочности гидрофобной связи» оказались некоторые эмпирические критерии. В их основу положено представление, что образование комплекса белок-органический лиганд, возникающего в результате гидрофобных взаимодействий, можно рассматривать фактически как термодинамически выгодный перенос аполярной молекулы (или ее фрагмента) из воды в органическую фазу белка. Величина поверхности связываемой молекулы - это весьма частный критерий, поскольку на его основании нельзя сравнивать комплексующие свойства соединений, содержащих в молекуле различного рода полярные заместители. Недостаточным критерием гидрофобности ингибиторов или субстратов следует считать также и растворимость их в воде. Использование этой величины для сравнительного анализа констант ассоциации этих соединений с белками осложнено тем, что свободная энергия процесса растворения зависит от агрегатного состояния растворяемого соединения. Кроме того, отсутствие стандартной исходной среды при переходе лиганда из фазы чистого соединения в находящийся с ним в равновесии водный раствор затрудняет сопоставление комплексующих свойств соединений, резко различающихся по своим химическим или физическим свойствам. 

Перечисленных недостатков лишена экстракционная модель, с помощью которой сравнивают свободную энергию комплексообразования (ΔGассоц): 

E + R - L <==> E*R - L (2.3) 

со свободной энергией модельного процесса переноса (экстракции) молекулы лиганда (или ее фрагмента R) из воды в органический растворитель ΔGэкстр или, соответcтвенно, ΔGэкстрR: 

(R-L)в воде <==> (R-L)в орг р-ле 

(R-)в воде <==> (R-)в орг р-ле (2.4) 

Фундаментальное свойство экстракционной модели, обусловленное самой природой гидрофобных взаимодействий, заключается в том, что часть свободной энергии переноса углеводородного фрагмента в молекуле L из воды в органический растворитель практически не зависит от природы растворителя. Это связано с тем, что главный вклад в эту величину вносит свободная энергия сольватации углеводородного фрагмента в воде. Так, например, независимо от природы органического растворителя свободная энергия переноса СН2 -группы из воды в органическую фазу составляет примерно 700 кал/моль (3000 Дж/моль). Приблизительно та же величина свободной энергии характеризует адсорбцию алифатических соединений на поверхности раздела фаз вода-масло или вода-воздух, адсорбцию их из водного раствора на поверхности ртутной капли или же процесс солюбилизации органических молекул мицеллами детергентов. Значение этого факта трудно переоценить, поскольку именно поэтому (пользуясь сопоставлением термодинамики гидрофобного взаимодействия белок-органический лиганд с аналогичными данными для модельных процессов) можно выявить, в принципе, специфические свойства структуры или «микросреды» гидрофобных полостей в белках. 

На рисунке 1. представлены данные по сорбционной способности активного центра липоксигеназы. 
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Рис 1. Линейная зависимость свободной энергии комплексообразования алифатических спиртов (ROH) c активным центром липоксигеназы от свободной энергии переноса группы R из воды в октанол: 1-метанол, 2-этанол, 3-изопропанол, 4-трет-бутанол, 5-н-пропанол, 6-втор-бутанол, 7-изобутанол, 8-н-бутанол, 9-пентанол, 10-изогексанол, 11-гексанол, 12-гептанол 

Видно, что между свободной энергией процессов комплексообразования (2.3) и экстракции фрагмента R (2.4) существует линейная зависимость 

ΔGассоц =χ ΔGэкстрR + const (2.5) 

где χ - коэффициент прямой пропорциональности. Физический смысл уравнения (2.5) состоит в том, что вклад, который вносит гидрофобная группа R в свободную энергию комплексообразования, пропорционален свободной энергии переноса этой группы из воды в органический растворитель. Иными словами, на основании уравнения (2.5) можно заключить, что механизм гидрофобного взаимодействия Е-L - это фактически экстракция гидрофобного фрагмента R в молекуле лиганда из воды в среду белка. 

Поскольку в ряду комплексующихся с ферментом соединений R-L, близких по структуре и молекулярному весу, величина ΔGсближ должна быть практически постоянной, то, исходя из уравнений (2.2) и (2.5), получим 

ΔGвнутрE*RL = χ ΔGэкстрR (2.6) 

Используя уравнение (2.6), можно оценить искомую величину ΔGвнутрE*RL, поскольку показатели гидрофобности лигандов ΔGэкстрR были измерены для огромного числа органических соединений, а значения χ также известны для многих ферментов. В случае липоксигеназы (рис.2.4) и ряда других ферментов (или белков) χ ~ 1. (Иногда χ <1. Это указывает на то, что в результате комплексообразования гидрофобная группа R погружается в среду белка далеко не полностью и частично сохраняет термодинамически невыгодный контакт с водой, или же сорбцию сопровождают неблагоприятные, с точки зрения термодинамики, конформационные изменения в структуре глобулы (возможно также и в молекуле лиганда)) Оценка, проведенная на основании этих данных для гидрофобного взаимодействия с белком, например боковой группы фенилаланина (С6Н5СН2 -), приводит к величине ΔGвнутрE*RL, равной почти - 4 ккал/моль. 

Величину электростатического взаимодействия между зарядами в поверхностном слое белка и ионными формами лиганда можно оценить, учитывая закон Кулона. Ограничимся приближением, при котором рассматривается притяжение двух единичных разноименных точечных зарядов, расположенных на расстоянии 10 Å друг от друга. Потенциальная энергия такого взаимодействия сильно зависит от диэлектрической проницаемости среды ε. Если в гидратированном поверхностном слое (при ε = 80, как в воде) ΔGвнутрE*RL составляет всего - 0,5 ккал/моль, то в условиях с низкой диэлектрической проницаемостью (ε < 10, что наблюдается в гидрофобных участках глобулы) величина ΔGвнутрE*RL должна принимать значения - (5-10) ккал/моль. 

Не менее существенный вклад в комплексообразование Е*L может внести и образование водородной связи между Е и L. В аполярной (неводной) среде энтальпия образования водородной связи принимает весьма высокие значения: -(4 - 8) ккал/моль. 

Из всего изложенного следует, что даже столь грубая оценка величины ΔGвнутрE*RL позволяет прийти к выводу, что силы взаимодействия между поверхностным слоем ферментной глобулы и органической молекулой или ионами вполне могут перекрыть (особенно при многоточечном взаимодействии Е-L) энтропийные потери, обусловленные необходимым сближением комплексующих агентов (ΔGсближ). Эксперимент подтверждает это представление, поскольку комплексообразование низкомолекулярных лигандов с белками характеризуется весьма высокими значениями констант ассоциации порядка 102 -105 л/моль, что соответствует величине ΔGассоц равной примерно - (3-7) ккал/моль или -(12,6-29,4) кДж/моль.
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Причины ускорения реакций ферментами.

Уникальные каталитические свойства ферментов обусловлены весьма сложным механизмом их действия, многие стороны которого еще до конца не раскрыты. Согласно современным представлениям ферментативный катализ обусловлен по крайней мере тремя основными причинами: 

1 - тем, что сорбция субстрата на ферменте протекает так, чтобы облегчить последующую химическую реакцию; 

2 - полифункциональным характером химических взаимодействий между ферментом и сорбированным субстратом; 

3 - эффектами микросреды, характеристики которой (диэлектрическая проницаемость, полярность и др.) в области активного центра могут существенно отличаться от соответствующих показателей водного раствора. Мы рассмотрим эти три физико-химических механизма. Наиболее подробно остановимся на первом из них, поскольку именно здесь удалось глубоко и количественно проникнуть в природу движущих сил катализа.

Использование энергии связывания фермента с субстратом в катализе.

Важнейшей особенностью ферментов является их специфичность в отношении субстратов и высокая энергия связывания. В 1930 г. Холдейн высказал предположение, что эта энергия используется для деформации субстрата до структуры продуктов. Теоретиками были рассмотрены различные способы использования энергии связывания для понижения энергии активации стадии химического превращения субстрата. Для того, чтобы увидеть, как энергия связывания автоматически уменьшает энергию активации перехода, определяемого кажущейся константой скорости второго порядка kI внутр/Км, и как часть этой энергии используется для уменьшения энергии активации стадии химического превращения субстрата с константой скорости kI внутр, мы применим теорию переходного состояния к простому механизму Михаэлиса-Ментен (для которого Км = КS). 

Ферментативная реакция - это, как правило, многостадийный процесс, в котором на первой стадии образуется комплекс между ферментом и субстратом (комплекс Михаэлиса). Чаще всего эта стадия представляет собой сорбцию субстрата на ферменте, обусловленную, например, их гидрофобным, полярным и (или) ионным взаимодействием. На образование комплекса Михаэлиса, предшествующего химическому взаимодействию, указывают многочисленные экспериментальные данные, в том числе и кинетические (см. лекцию: ограничения кинетики Михаэлиса-Ментен), некоторые фермент-субстратные комплексы были выделены в чистом виде. Возникает вопрос, в какой мере способствует (и способствует ли) образование фермент-субстратного комплекса ускорению катализируемой реакции? 

Теоретическая модель.

Рассмотрим взаимодействие двух частиц, каждая из которых имеет 2 реагирующих центра. В первом происходят химические превращения с относительно высокой свободной энергией активации (X и Y). Во втором - сорбционные взаимодействия (R или, соответственно, Е), которые идут весьма быстро (с малой свободной энергией активации). Эта система может быть переведена из начального в конечное состояние двумя путями: 
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где k1 и kII - константы скорости второго порядка, а k I внутр и k -1 - константы скорости первого порядка. 

Реакция (3.1) моделирует ферментативный, а реакция (3.2) - обычный гомогенно-каталитический процесс, в котором невалентные (сорбционные) взаимодействия между группами Е и R не реализуются. Для того чтобы решить, какой вклад в скорость ферментативного процесса вносит образование фермент-субстратного комплекса XE*RY, следует провести оценку скоростей химического процесса по первому и второму путям. 

В случае ферментативной реакции (3.1) учтем, что стационарное состояние ее устанавливается быстро. Примем также обычное для ферментативных реакций условие об избытке концентрации одного из реагентов (S) по сравнению с другим (Е), т. е. [RY]>>[EX]. Тогда для стационарной скорости реакции, протекающей по ферментативному пути, имеем выражение, известное как уравнение Михаэлиса: 
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где KM - константа Михаэлиса, 
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Скорость гомогенно-каталитической реакции определяется из закона действующих масс: 

vII = kII [EX][RY] (3.4) 

Для сравнения скоростей обоих процессов удобно рассмотреть две крайние кинетические области концентраций субстрата. 

1. При [RY] << Km процесс (3.1) подчиняется закону второго порядка с эффективной константой скорости kI = kI внутр/KM (см. уравнение 3.3). Тогда отношение скоростей реакций, протекающих по ферментативному (3.1) и, соответственно, гомогенно-каталитическому (3.2) путям, равно 
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2. При более высокой концентрации субстрата, а именно при [RY]>>Km, фермент «насыщен» субстратом и, следовательно, скорость процесса (3.1) кинетически контролируется химическим превращением фермент-субстратного комплекса: 

v I = k I внутр [EX] (3.6) 

как это следует из (3.3), т. е. это реакция первого (или в общем случае псевдопервого) порядка. В данном случае отношение скоростей реакций (3.1) и (3.2) зависит от концентрации субстрата RY: 
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Проанализируем полученные соотношения (3.5) и (3.7) более подробно с использованием теории переходного состояния. 

1. Бимолекулярное взаимодействие фермента с субстратом.
Для решения задачи о кинетической роли комплексообразования в ферментативном катализе целесообразно записать реакции (3.1) и (3.2) в виде следующей схемы: 
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где величины типа ΔG - cтандартные свободные энергии соответствующих равновесных процессов. ΔGS = RT lnKS - свободная энергия образования связи E*R между ферментом и субстратом (KS - константа диссоциации), ΔGS≠внутр - свободная энергия образования этой же связи во внутримолекулярном режиме при переходе от активированного комплекса реакции (3.2) к активированному комплексу процесса (3.1). ΔG≠II и ΔG≠I внутр - свободные энергии активации для химического взаимодействия X...Y в бимолекулярном и, соответственно, внутримолекулярном процессах. В соответствии со схемой (3.8) на рисунке 3.1 представлена диаграмма изменения стандартной свободной энергии реакций. 

Рис. 3.1. Диаграмма изменения стандартной свободной энергии реакций (3.1) - первый путь и (3.2).- второй путь

Чтобы выявить, какой вклад в скорость ферментативного процесса (1-й путь) вносит дополнительное комплексообразование реагентов E*R, нужно учесть, что свободная энергия - это термодинамический потенциал, величина которого не зависит от пути перехода (в случае обратимых процессов), а определяется лишь разницей в уровнях энергии исходного и конечного состояний. Следовательно, можно складывать энергии, как вектора. Тогда для перехода из исходного состояния реакции (ЕХ+RY) в активированное (переходное) состояние ферментативного пути (ЕХ*RY)≠ должно быть справедливым: 

ΔGS + ΔG≠I внутр = ΔG≠II + ΔGS≠внутр (3.9) 

А разность свободных энергий активации того и другого реакционного пути: 

ΔG≠II - ΔG≠I = - ΔGS≠внутр (3.10) 

Суммарная свободная энергия активации ферментативной реакции складывается из двух величин: 

ΔG≠I = ΔGS + ΔG≠I внутр (3.11) 

Эти формулы математически отображают то, что мы видим на рисунке 3.1. Они пригодятся нам для того, чтобы показать движущую силу ферментативного катализа. А вот теперь-то нам и понадобится теория переходного состояния. Согласно ей, скорость реакции пропорциональна концентрации переходного состояния, т. е. 

vI=(kT/ h)[EX*YR]≠ 

vII =(kT/ h)[EX YR]≠ (3.12) 

где k - постоянная Больцмана; Т - абсолютная температура, h - постоянная Планка. Между основным и переходным состояниями существует термодинамическое равновесие, и концентрации переходных состояний рассчитываются из разности энергий этих состояний: 

[EX*YR]≠ = exp(-ΔG≠I / RT) [RY] [EX] 

[EX YR]≠ = exp(-ΔG≠II / RT) [RY] [EX] (3.13) 

где R- универсальная постоянная (не путайте с радикалом). Подстановка (3.13) в (3.12) дает уравнения для скоростей реакций: 

vI = (kT/ h) exp(-ΔG≠I / RT) [RY] [EX] 

vII(kT/ h) exp(-ΔG≠II / RT) [RY] [EX] (3.14) 

На основании этих уравнений с учетом уравнения (3.10) отношение скоростей ферментативной и гомогенно-каталитической реакций для низких концентраций субстрата (3.5) можно записать в другом виде: 

(v I / v II) [RY]<< Ks ~ exp(-ΔG≠S внутр / RT) (3.15) 

Из этого уравнения видно, что дополнительное взаимодействие между группой Е фермента и группой R субстрата, сопровождающее химическую реакцию между Х и Y, может, если оно термодинамически выгодно, привести к ускорению реакции. Действительно, при ΔG≠S внутр < 0 имеем vI / vII >1. 

2. Механизм ускорения заключается в том, что образование связи Е*R стабилизирует переходное состояние -X...Y- химической реакции.
Обратите внимание, что образование промежуточного фермент-субстратного (комплекса Михаэлиса) само по себе вовсе не оказывает влияния на ускорение ферментативной реакции (в кинетическом режиме второго порядка, т. е. при [RY]<< KS). Дело в том, что концентрация стабилизированного переходного состояния [EX*YR]≠, которая определяет скорость ферментативного процесса (ур. 3.12), не зависит от пути его образования (через комплекс Михаэлиса или через нестабилизированное переходное состояние) и определяется только разностью стандартных свободных энергий исходного и активированного состояний (3.13). Тем не менее, фермент-субстратные комплексы реально существуют в ферментативных реакциях. Это связано с кинетическими особенностями процесса образования связи E*R. В большинстве ферментативных процессов эта связь возникает за счет взаимодействий невалентного типа (гидрофобных, ионных, ион-дипольных взаимодействий, водородных связей). Известно, что скорости таких процессов близки к скоростям диффузии и, следовательно, имеют чрезвычайно большие значения. Поэтому образование фермент-субстратного комплекса XE*RY всегда превалирует над «двухточечным» взаимодействием исходных частиц, в результате которого стабилизированное переходное состояние [EX*YR] могло бы возникнуть в одном акте (в одну стадию). Следовательно, для эффективности катализа существование фермент-субстратного комплекса важно лишь в том смысле, что природа связи между ферментом и субстратом аналогична дополнительной связи E*R в переходном состоянии реакции. 

«Внутримолекулярное» (псевдомономолекулярное) превращение фермент-субстратного комплекса.

Кинетические закономерности катализа в условиях, когда фермент «насыщен» субстратом (при [RY]>>KS), несколько другие. В этом случае кинетика ферментативного процесса определяется внутримолекулярным химическим превращением комплекса XE*RY и следует уравнению (3.6). Это уравнение удобно записать по аналогии с (3.14) иначе (см. рис. 3.1): 

vI =(kT/ h) exp(-ΔG≠I внутр / RT) [EX] (3.16) 

И тогда с учетом (3.9) получим: 

 (3.17)

Из уравнения (3.17) видно, что термодинамическая эффективность ферментативного катализа определяется разницей свободных энергий межмолекулярного (при образовании компллекса Михаэлиса) и внутримолекулярного (в переходном состоянии реакции) образования связи Е*R. Следовательно, в количественном отношении кинетическая роль комплексообразования Е*R в ускорении ферментативной реакции будет иной, чем в кинетическом режиме второго порядка (3.5). Однако и здесь движущей силой катализа остается свободная энергия взаимодействия E*R именно в переходном состоянии реакции (а не в промежуточном комплексе). Действительно, чем более термодинамически выгодным будет внутримолекулярное взаимодействие Е*R в активированном состоянии (чем более отрицательные значения примет величина ΔG≠S внутр ), тем более благоприятным должно быть отношение vI / vII для ферментативной реакции (3.17). Это связано с тем (рис. 3.1), что барьер свободной энергии активации ферментативной реакции (ΔG≠I внутр) в этом случае уменьшается (по сравнению с ΔG≠II) и, следовательно, скорость процесса (3.16) возрастает. Наоборот, при заданном значении ΔG≠S внутр термодинамически более благоприятное взаимодействие E*R в исходном состоянии реакции (комплекс Михаэлиса) будет тормозить ее протекание. Так, более отрицательные значения ΔGS приводят к неблагоприятным значениям vI / vII в отношении ферментативного процесса (3.17). Это связано с тем, что активационный барьер ΔG≠I внутр (рис. 3.1), определяющий скорость превращения фермент-субстратного комплекса (3.16), при этом возрастает. 

Ускорение ферментативной реакции в принципе может иметь место лишь в том случае, если взаимодействие E*R в переходном состоянии термодинамически выгодно. Действительно, если принять ΔG≠S внутр =0 (и, следовательно, полагать, что отсутствует движущая сила образования связи E*R в активированном комплексе), а ΔGS/ RT = ln KS то из (3.17) получим: vI /vII = KS/ [RY] <<1, т. к. мы рассматриваем диапазон концентраций субстрата [RY] >> KS. Следовательно, в такой ситуации (ΔG≠S внутр =0) ферментативная реакция будет протекать всегда медленнее гомогенно-каталитической реакции независимо от прочности комплекса Михаэлиса (ΔGS). (рис. 3.2, а) 
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Рис. 3.2. Зависимость скоростей реакций от концентрации субстрата: 1- для гомогенно-каталитической реакции (3.2) (проведена произвольно), 2,3- для ферментативной реакции (3.1) при условии: а- ΔG≠S внутр = 0 (т. е. k I внутр/KS = k II); б- ΔG≠S внутр < 0 (т. е. k I внутр/KS > k II); в- - ΔG≠S внутр > 0 (т. е. k I внутр/KS < k II). Для кривых 2 значения свободной энергии ΔGS термодинамически менее благоприятны, чем для кривых 3. 

Если же ΔG≠S внутр < 0 (и следовательно, переходное состояние ферментативной реакции стабилизировано связью E*R), из (3.17) следует, что всегда существует такой интервал концентраций субстрата [RY], в котором vI / vII >1, т. е., ферментативный процесс протекает быстрее гомогенно-каталитической реакции. Однако благоприятствующие катализу значения [RY] не должны быть слишком большими, как видно из уравнения (3.17), причем верхняя граница этого интервала дана значением [RY]`= exp[(ΔG≠S -ΔG≠S внутр )/ RT] при котором vI / vII =1 (рис. 3.2б). 

С другой стороны, образование связи E*R не в переходном состоянии, а в исходном (в комплексе Михаэлиса XE*RY) играет отрицательную роль в катализе: чем прочнее фермент-субстратный комплекс (чем более отрицательные значения принимает величина ΔGS), тем меньше значение [RY]`, равное концентрации, до которой ферментативный процесс (3.1) по скорости превалирует над гомогенно-каталитической реакцией (3.2), и тем меньше, как видно из (3.17), сам эффект ускорения. 

Комплементарность между ферментом и субстратом.

Когда каждая связывающая группа субстрата соединяется с соответствующим центром связывания фермента, энергия связывания принимает максимальное значение. В этом случае говорят, что фермент и субстрат структурно комплементарны. Структура субстрата изменяется в ходе реакции, но структура недеформированного фермента может быть комплементарна только одной форме субстрата. Из уравнений 3.15 и 3.17 следует, что ферменту каталитически выгодно быть комплементарным переходному состоянию субстрата (-ΔG≠S внутр максимальна), а не исходному субстрату. В этом случае увеличение энергии связывания по мере приближения структуры субстрата к структуре переходного состояния уменьшает энергию активации стадии химического превращения. И наоборот, если фермент комплементарен исходному субстрату, уменьшение энергии связывания при образовании переходного состояния будет увеличивать энергию активации химической стадии (3.17). 

1. Гидрофобное взаимодействие фермента и субстрата.

Для экспериментальной проверки соотношения (3.15) используют, гомологичный ряд субстратов, содержащих набор модифицированных групп R. При этом изменяется свободная энергия взаимодействия Е*R. Тот факт, что свободная энергия «внутримолекулярного» (в переходном состоянии) гидрофобного взаимодействия E*R фактически пропорциональна свободной энергии переноса (экстракции) группы R из воды в органический растворитель ΔGS≠внутр ~ αΔGR экстр был подтвержден для ферментов: β-галактозидаза, трипсин и некоторых других. При этом α характеризует сорбционную способность активного центра данного фермента. Если α < 1 (0,3 в катализе β-галактозидазой), то субстратная группа R, по-видимому, либо «погружается» (переносится из воды) в органическую среду белка не полностью, либо связывание ее требует термодинамически невыгодных затрат на конформационное изменение структуры того или другого реагента. Гидрофобное фермент-субстратное взаимодействие может быть термодинамически более выгодным, чем это предполагает простая экстракционная модель (где α = 1). В этом случае активный центр должен содержать локальный участок с относительно невыгодной поверхностной энергией пограничного слоя белок-растворитель; например, с гидрофобными боковыми группами полипептидных цепей, контактирующими (в рамках термодинамически уравновешенной третичной структуры) с водой. В результате взаимодействия с субстратом глобула может образовать новую, термодинамически более благоприятную конформацию. Так, по-видимому, устроена сорбционная область активного центра α-химотрипсина, для которого α = 2. 

Из сказанного можно сделать вывод, что при гидрофобном фермент-субстратном взаимодействии типа E*R (схема 3.8) величина ΔGS≠внутр (3.15) принимает существенные значения даже при не слишком больших гидрофобных фрагментах R. Так для весьма распространенной в живой природе бензильной группы (встречающейся в молекулах производных фен) понижение свободной энергии активации, обусловленное «погружением» ее (переносом из воды) в гидрофобную среду активного центра (при образовании переходного состояния химической реакции), может составить величину вплоть до -7 ккал/моль в зависимости от значения α≤ 2, которое реализуется в данной ферментативной системе. Это соответствует ускорениям реакции вплоть до 105 раз. 

Столь подробное рассмотрение роли гидрофобных взаимодействий между субстратом и ферментом в ускорении реакции оправдано тем, что данный тип взаимодействий встречается в огромном числе ферментативных систем, например в реакциях, катализируемых ацетилхолинэстеразой, пепсином, липоксигеназой, цитохромом Р-450, коэнзим А синтетазой, α-химотрипсином и многими другими ферментами. 

2. Электростатическое взаимодействие Е- S.

Боковые группы R субстратной молекулы могут взаимодействовать с ферментом Е электростатически (при наличии противоположно заряженных групп в реагирующих частицах). Электростатическая стабилизация переходного состояния наблюдается в механизме катализа трипсином. Реакция гидролиза трипсином метиловых эфиров N-ацетилзамещенных лизина и L-аминогептановой кислоты 
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протекает с участием заряженного субстрата в 104 раз быстрее, чем в случае электронейт-рального. Еще большее соотношение констант скоростей (106 раз) имеет место в реакциях производных аргинина и его незаряженного аналога - цитруллина. Это означает, что свободная энергия «внутримолекулярного» (в переходном состоянии) электростатического взаимодействия E*R (ΔGS≠внутр, 3.19) достигает значений -(6 - 9) ккал/моль. Эти величины, наблюдаемые на опыте, согласуются с теоретической оценкой свободной энергии сорбции. 

Электростатическое взаимодействие Е-S играет положительную роль также и в катализе карбоксипептидазой А, которая специфически отщепляет аминокислоты от С-конца пептидов и полипептидных цепей белков. Заряженная карбоксильная группа концевого аминокислотного остатка при образовании комплекса Михаэлиса электростатически взаимодействует с положительно заряженной гуанидиновой группой арг-145 
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Рис.2. Связывание глицил-L-тирозина (строение его молекулы показано жирно) в активном центре карбоксипептидазы А. 
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Рис.3. Схема сорбции субстрата на активном центре карбоксипептидазы А. 

Метилирование концевой карбоксильной группы, которое элиминирует электростатическое взаимодействие фермент-субстрат, практически полностью тормозит катализ карбоксипептидазой А. 

3. Стабилизация переходного состояния реакции за счет образования водородной связи.

Энтальпия образования водородной связи ΔH составляет - (4 - 8) ккал/моль. Если строение переходного состояния X...Y такое, что не требует «замораживания» дополнительных связей при сближении групп E и R (и тем самым обеспечивает образование «внутримолекулярной» водородной связи без потери энтропии), то величина ΔGS≠внутр (3.15) определится указанным значением ΔH. Следовательно, ускорение реакции в этом случае может достигать значений vI / vII ~ 102 -105. В противном случае, когда образование дополнительной водородной связи в переходном состоянии требует дальнейшего «замораживания» его структуры, термодинамически невыгодное изменение энтропии на каждую «замороженную» связь составит - 5 - 7 кал/моль/град. Для модели с подвижными боковыми группами аминокислотных остатков, включенных в жесткую полипептидную цепь, это соответствует увеличению свободной энергии активации на 1,5-2 ккал/моль, что уменьшит возможное ускорение реакции. 

Образование водородных связей между субстратом и активным центром происходит при гидролизе полисахаридов лизоцимом. К сожалению, кинетическую роль, которую в катализе играет сорбция субстрата на ферменте, удалось здесь вскрыть пока лишь качественно. 

Остановимся более подробно на катализе сериновыми протеазами. Эти ферменты отличаются лишь некоторыми деталями построения их активных центров, в частности, механизмом сорбции боковой субстратной группы. Общее же в механизме действия этих ферментов - это сорбция α-ациламидного субстратного фрагмента при образовании водородной связи с карбонильной группой полипептидной цепи фермента: 

Образование водородной связи фермент-субстрат (пунктир) стабилизирует переходное состояние нуклеофильной атаки, что приводит к ускорению реакции. 
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Таблица 4.1. 

Гидролиз эфиров β-фенилпропионовой кислоты и ее производных α-химотрипсином и субтилизином.
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Соединения I и III (не содержащие α-ациламидного фрагмента) не отличаются по относительной реакционной способности их на активном центре фермента. Наличие донора водородной связи в молекуле субстрата (α-ациламидный фрагмент) приводит к ускорению реакции на 1 (соединения 3 и 5) или на 2 (соединения 1 и 2) порядка. Интересно отметить, что в случае субстратов 6 и 7 с жесткой (циклической) структурой наблюдаемое ускорение (110 раз) значительно превосходит эффект (16 раз), свойственный соединениям 3 и 5 с незакрепленной структурой. Можно полагать, что в последнем случае образование водородной связи фермент-субстрат накладывает более существенные энтропийные ограничения на подвижность субстратной молекулы. Это и должно уменьшить суммарный вклад комплексообразования Е*R в ускорение реакции. 

В реакциях полимерных или олигомерных субстратов, где наблюдается несколько разных по своей природе сорбционных эффектов, ускорение реакции за счет стабилизации (концентрирования) переходного состояния может быть огромным, как, например, при гидролизе сложноэфирной связи в пептидных n-нитрофенилкарбоксилатах, катализируемом папаином. Ферментативный процесс идет через промежуточное образование ацилфермента, образующегося при ацилировании субстратом остатка цис-25. 
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Рис. 3. Сорбция молекулы синтетического субстрата на активном центре папаина. Х - n-нитрофенольная уходящая группа.

Скорость этой реакции закономерно растет с увеличением числа водородных связей, образуемых «химически инертным» фрагментом в молекуле субстрата с ферментом. 

Таблица 4.2 

Гидролиз папаином п-нитрофениловых эфиров.
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Казалось бы, однако, что в случае субстрата IV суммарный эффект ускорения должен быть значительно большим, если учесть, что это соединение (с наиболее длинной цепью в молекуле) взаимодействует с ферментом также и гидрофобно (более короткие субстраты в переходном состоянии реакции не достигают гидрофобной области активного центра (рис. 4.3). Тем не менее, реакционная способность соединения IV отличается от III не сильно. Это связано с тем, что эффект ускорения не может быть сколь угодно большим. Наложенные на него ограничения имеют следующую природу. 

Во-первых, при увеличении числа сорбционных взаимодействий типа E*R (I-й путь механизма 3.8) суммарный эффект ускорения имеет предел из-за энтропийных потерь, возникающих при образовании слишком жесткой структуры переходного состояния. Теоретически оценить этот предел трудно. Укажем лишь, что эффект ускорения на опыте достигает значений по крайней мере в 107 раз. 

Во-вторых, скорость катализируемой реакции не может превысить предел, который для бимолекулярных взаимодействий следует из теории реакций, контролируемых диффузией. Это означает, что эффективная константа скорости второго порядка не может превысить значения 108 -1010 независимо от того, сколь большое стабилизирующее воздействие на переходное состояние реакции оказывает дополнительная сорбция Е*R. 

Механизм сближения и ориентации.

В предыдущей лекции мы рассмотрели механизм ускорения ферментативной реакции при низких концентрациях субстрата. При высоких концентрациях субстрата, механизм ускорения будет иным. 

При достаточно высоких концентрациях субстрата скорость ферментативной реакции определяется превращением промежуточного фермент-субстратного комплекса (3.6). Чтобы оценить эффективность катализа в этих условиях, запишем на основании (3.9) соотношение скоростей ферментативной и гомогенно-каталитической реакций (3.17) в ином виде: 
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Примем далее, что образование переходного состояния бимолекулярной реакции (3.2) условно происходит в 2 стадии: на первой из них молекулы реагентов необходимо сблизить в положение с тесно примыкающими реагирующими центрами Х и У. Лишь затем может идти собственно химическое взаимодействие. Поэтому условно свободную энергию активации можно разделить на 2 члена: 

ΔG≠II = ΔG≠cближ + ΔG≠II внутр (5.2) 

Величина ΔG≠cближ сближ соответствует главным образом термодинамически невыгодным потерям энтропии, обусловленным остановкой поступательного (для одной частицы), а также вращательного и других движений, что необходимо для сближения и взаимной ориентации реагирующих частиц. Последующее химическое взаимодействие (идущее «внутримолекулярно» в таком условно замороженном комплексе между реагентами) характеризуется свободной энергией активацииΔG≠внутрII 

В реакции, протекающей по ферментативному пути (исходное состояние - фермент-субстратный комплекс), затраты свободной энергии типа ΔG≠cближ в большей части должны отсутствовать. Дело в том, что в комплексе XE*RY за счет свободной энергии сорбции Е*R погашено поступательное движение одной из частиц, а возможно (в зависимости от конкретной модели) сориентированы по отношению друг к другу (хотя бы частично) реакционные центры Х и У. Иными словами, при образовании фермент-субстратного комплекса происходит перемещение вдоль координаты реакции одновременно также и системы Х + У. В результате исходное состояние ферментативной реакции (комплекс Михаэлиса) уже содержит некоторые элементы процесса активации, которые необходимы для достижения переходного состояния Х...У. На этом основании разницу свободных энергий, определяющих показатель в правой части уравнения (5.1), запишем как 

ΔG≠II - ΔG≠I внутр = ΔG≠сближ (5.3)

Оценка свободной энергии сближения и ориентации.

Для оценки величины Δ G≠ сближ используют два основных подхода: классической и статистической термодинамики. В первом сравнивают константы скоростей межмолекулярных (k2) и аналогичных по химическому механизму внутримолекулярных (k1) реакций: 
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Показано, что в зависимости от степени сближения и ориентации реагирующих групп Х и У в соединении Х-R-Y отношение k1/k2 принимает значения до 107 М. Аналогичные эффекты ускорения следует ожидать также и в механизме ферментативного катализа (при внутримолекулярном превращении фермент-субстратного комплекса. XE*RY). Из уравнений 3.7 и 3.17следует что 

k1/k2 =exp [ (ΔGS - ΔGS внутр)/ RT ] (5.4) 

Тогда с учетом 3.9 и 5.3 получим: 

k1/k2 =exp (Δ G≠ сближ/ RT) (5.5) 

Следовательно, вклад свободной энергии сближения и ориентации в ускорение внутримолекулярной (ферментативной) реакции 

Δ G≠ сближ = RT ln(k1/k2) (5.6) 

достигает величины до 10 ккал/ моль. 

Другой способ оценки Δ G≠ сближ основан на расчетах, связанных с потерей энтропии при образовании комплекса фермент-субстрат. Суммарная потеря энтропии поступательного и вращательного движений во многих бимолекулярных реакциях в растворе достигает 45 кал/ моль/град. С учетом того, что в фермент-субстратном комплексе появляются новые (низкочастотные) колебания вдоль образовавшихся связей, предельное значение суммарной энтропии сближения и ориентации реагентов может достигать величины ~ -35 кал/моль/град. А так как ΔG = - TΔS, то величина Δ G≠ сближ может достигать значений порядка 10-11 ккал/моль. 

Максимальный эффект сближения и ориентации можно оценить также исходя из теории статистической термодинамики. В этом случае считают, что реакция 
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может протекать лишь в том случае, если центр масс группы У находится в пределах элемента объема ΔV на расстоянии r от центра масс Х. Лишь после этого может произойти перераспределение электронов, сопровождающееся разрывом старых и образованием новых связей. В итоге выводится зависимость: 

k1 внутр/k II = 1/(NΔV) (5.7) 

где N - число Авогадро. Это уравнение имеет фундаментальное значение для понимания механизма ускорения внутримолекулярных реакций и для оценки его величины. Видно, что эффект ускорения существенно зависит от степени сближения (и ориентации) реагирующих центров в исходном состоянии внутримолекулярной реакции. Допустим, что ΔV представляет собой объем молекулы воды, т. е. ΔV ~ 30 А3. Тогда k1 внутр/k II ~ 55 М, 

(Рассчитайте: какой свободной энергии это соответствует.) Однако, степень сближения может быть значительно большей, а именно, в пределе критический объем - это, по-видимому, сфера, диаметр которой равен амплитуде колебаний образующейся связи, т. е. ~ 0,05 А. В этом случае получим предельное ускорение, которое, совпадает с оценкой максимально возможной величины Δ G≠ сближ порядка 10-11 ккал/моль, полученной исходя из предельных значений потери энтропии поступательного и вращательного движений. Иными словами, оба подхода (классический термодинамический и статистический) приводят к взаимосогласующимся результатам при оценке вклада, который эффекты сближения и ориентации могут внести в механизм ускорения ферментативных (или, соответственно, внутримолекулярных) реакций.

Структурные и термодинамические предпосылки механизма сближения и ориентации в ферментативном катализе.

И так, для эффективности катализа важно, чтобы «замораживание» реагирующих центров Х и У, которое происходит в комплексе ХЕ*RY (и сопровождает образование связи Е*R), как можно больше приблизило реакцию к переходному состоянию Х...У. Для этого необходимо, чтобы строение активного центра в высшей мере было комплементарно по отношению к той структуре молекуле субстрата, которую она должна принять в переходном состоянии реакции. 

Именно поэтому активный центр фермента расположен обычно в складках полипептидной цепи, образующих как бы «щель» (см. лекцию 2). Где-то в глубинных участках этой щели расположены аминокислотные остатки, взаимодействующие с субстратом. Благодаря такой структуре активного центра при переходе молекулы субстрата из свободнодвижущегося состояния (из раствора) в сорбированное состояние (когда она, образно говоря, втискивается в активный центр) происходит необходимое для реакции «замораживание» вращательных степеней свободы и сближение ее с каталитически активными группами белка. 

Однако структурных предпосылок (налагающих требования к геометрии активного центра) недостаточно для катализа. Термодинамически невыгодному процессу сближения и ориентации прежде всего нужна движущая сила, благодаря которой суммарный процесс пошел бы спонтанно. В ферментативном катализе роль такой движущей силы играет свободная энергия сорбции субстрата на ферменте. (Для объяснения высокой эффективности ферментативного катализа Эмиль Фишер (1894) предложил образное сравнение: «активный центр организован так, что субстрат входит в него как ключ в замок». В свете современных представлений этого явно недостаточно. Если говорить на языке Эмиля Фишера, то, во-первых, ключ должен был бы быть плохо подогнанным к замку и, кроме того, нужно было бы принять во внимание также и силу, которая ключ повернула бы.) 

Иными словами, термодинамическая предпосылка механизма сближения и ориентации реагирующих групп Х и У в комплексе ХЕ*RY состоит в том, что «замораживание» молекулы субстрата (или также некоторых каталитических фрагментов активного центра) идет за счет свободной энергии сорбции Е*R. Чтобы показать это, учтем, что образование фермент-субстратного комплекса можно представить в виде модели, в которой на первом этапе происходит остановка поступательного движения субстрата с одновременным «замораживанием» вращательных и некоторых других степеней свободы. Лишь после этого в собственном акте сорбции может реализоваться выигрыш свободной энергии гидрофобного и др. видов взаимодействий (если они существуют), которую обозначим Δ GSвнутр. Таким образом, получим 

Δ GS = Δ G сближ + Δ GSвнутр (5.8) 

Выразив отсюда Δ Gсближ получим 

Δ Gсближ = Δ GS. - Δ GSвнутр (5.9) 

где правая часть полученного уравнения тождественно равна (в силу 3.11) разности ΔG≠II - ΔG≠Iвнутр, которая и определяет ускорение ферментативной реакции по сравнению с гомогенно-каталитическим процессом (5.1) 

Казалось бы в таком случае, что эффективность ферментативного катализа должна возрастать при увеличении потенциальной свободной энергии внутримолекулярного взаимодействия (-ΔGSвнутр). Это действительно происходит в ферментативных реакциях второго порядка (лекции 3 - 4). Однако при [ RY ] >> KS, когда исходное состояние реакции - это фермент-субстратный комплекс, такое требование не достаточно. Из (5.9) видно, если более благоприятные условия для сорбции (при изменении, например, структуры субстрата) приводят к увеличению также и прочности образующегося комплекса XE*RY (к более отрицательным значениям ΔGS), эффект сближения и ориентации (и, следовательно, эффект ускорения реакции) останется тем же. Это означает, что по возможности большая часть потенциальной свободной энергии сорбции должна быть потрачена при образовании комплекса XE*RY на термодинамически невыгодное сближение и ориентацию реагирующих групп, чтобы не дать реализоваться ей в виде наблюдаемой на опыте свободной энергии связывания (ΔGS). 

Механизм, с помощью которого ферменты реализуют этот принцип, можно раскрыть в самом общем виде на модели. 
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Рис. 4. Снижение свободной энергии активации химического превращения фермент-субстратного комплекса за счет эффекта сближения и ориентации (при постоянной суммарной свободной энергии сорбции (ΔGS)). 

Пусть системе а присущи какие-то определенные значения величин ΔGSи ΔG≠Iвнутр (характеризующих, соответственно, сорбцию группы R на ферменте и последующее химическое взаимодействие Х и У). Для другого субстрата (система б), содержащего в молекуле 2 фрагмента R и R`, способных сорбироваться на ферменте, потенциальная свободная энергия сорбции в принципе должна быть термодинамически более благоприятной (ΔGSвнутр). С другой стороны, образование фермент-субстратного комплекса в этом случае явно сопряжено с гораздо большими ограничениями как внешних, так и внутренних вращательных степеней свободы, чем в системе а. Поэтому (в условиях такой компенсации потенциальной свободной энергии сорбции и сопровождающих сорбцию потерь энтропии) может оказаться, что наблюдаемые значения ΔGS, отражающие суммарный эффект (5.8), примут для обеих моделей примерно одинаковые значения. Эти модели, однако, должны отличаться по свободной энергии активации последующего химического взаимодействия Х + У, протекающего в фермент-субстратном комплексе. В модели, изображенной на схеме а, образованию переходного состояния Х...У должно предшествовать дальнейшее сближение и ориентация реагирующих цетров Х и У, что потребует существенных затрат энтропии и внесет, соответственно, термодинамически невыгодный вклад в свободную энергию активации. В структурно усложненной модели (схема б), обладающей более высокой потенциальной свободной энергией сорбции ΔGSвнутр, реагирующие центры уже сближены, а возможно (в зависимости от более конкретных условий модели) и частично сориентированы. Следовательно, свободная энергия активации, характеризующая превращение фермент-субстратного комплекса ΔG≠Iвнутр, будет в этом случае более благоприятной. 

Экспериментальным подтверждением такой возможности могут служить данные по изучению гидролиза центральной пептидной связи в серии синтетических субстратов под действием пепсина. Было найдено, что каталитические константы скорости для различных субстратов могут отличаться в тысячу раз, хотя наблюдаемые константы Михаэлиса при этом различаются лишь в 4 раза. 

Подобного рода закономерности (а именно, увеличение потенциальной сорбционной способности субстрата не отражается на экспериментальном показателе сорбции, но последующая химическая реакция протекает быстрее) широко распространены в ферментативном катализе. Если проследить эволюцию ферментов, то оказывается, что ферменты эволюционировали в сторону более сильного связывания переходных состояний субстратов, а не самих субстратов.

Теория индуцированного соответствия.

Согласно теории индуцированного соответствия, выдвинутой Кошландом младшим, в свободном ферменте (в отсутствие субстрата) каталитически активные группы Х и Х` расположены так, что они не могут одновременно взаимодействовать с субстратным фрагментом У: 
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Рис. 5. Схематическое изображение конформационных изменений в ферменте, индуцированных субстратом. 

Поскольку молекула фермента довольно гибкая, а субстрат имеет жесткую структуру, энергетически менее предпочтительная, но каталитически активная конформация активного центра образуется лишь в фермент-субстратном комплексе (схема б). На образование ее тратится часть свободной энергии сорбции. 

Рассмотрим индуцированное соответствие на примере фосфорилирующего белка - гексокиназы - его субстрату. Этот белок переносит фосфатную группу с АТФ на глюкозу. Но эта же фосфатная группа может быть перенесена и на воду; однако этого не происходит. В попытке ответить на вопрос, почему этого не происходит, Кошланд постулировал следующее. 

1) До связывания с субстратом фермент находится в "открытой" форме (в которой он может захватить субстрат из воды, но не способен провести его фосфорилирование). 

2) После связывания с субстратом домены поворачиваются, щель закрывается, вода из нее вытесняется, а все компоненты каталитического центра сходятся вместе: фермент - переходит в "закрытую", каталитически-активную форму, но вода вытеснена из активного центра и потому не конкурирует с субстратом за фосфорилирование. 

3) После каталитического акта фермент снова открывается, и фосфорилированный субстрат уходит. 

Впоследствии опыт полностью подтвердил эту гипотезу, но только для тех белков, которым нужно скрыть обрабатываемый субстрат от конкурирующей с ним воды. Для действия трипсина, например, этого не нужно, и в нем индуцированного соответствия субстрату не наблюдается: трипсин (а также - химотрипсин, эластаза, субтилизин и т.д.) не деформируется и опознает субстрат по простейшему принципу "ключ - замок". 

Индуцированное соответствие достигается смещением либо крупных блоков, либо целых белковых доменов, - а не полной перестройкой укладки белковой цепи. А смещения эти происходят в основном путем мелких локальных деформаций. [Аналогия: мышцы сокращаются ("локальная деформация"), и пальцы ("домены") сжимаются в кулак.] 

Концепции деформации. Абзимы.

Теория катализа за счет преимущественного связывания переходных состояний была обоснована Холдейном и Полингом еще в 30-40-х годах. Особенно ярко она проявляется в каталитической функции искусственных "абзимов" (antybody enzyme) - антител, отобранных так, чтобы, связывая переходное состояние субстрата, они катализировали бы его химическое превращение. Некоторые абзимы способны направить на снижение активационного барьера почти всю энергию, выгаданную при связывании субстрата, то есть почти вся она прилагается к деформации именно обрабатываемой химической связи. И хотя имеющиеся абзимы - не очень мощные ферменты (они ускоряют спонтанную реакцию максимум на 5 порядков, а не на 10-15, как естественные ферменты - ведь в них еще не умеют встраивать доноры и акцепторы электронов), возможность их создания подтверждает важность преимущественного связывания именно переходного состояния. 
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Рис.6. Принципиальная схема химического превращения, катализируемого абзимом. В переходном (‡) состоянии изображенной реакции изомеризации имеется (в отличие и от начального, и от конечного ее состояний) плоская система из трех колец. Для выработки антител к переходному состоянию такой формы используется тоже включающая три кольца, но стабильная молекула, изображенная внизу.
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В последние годы переходные состояния для ряда ферментативных реакций были "прощупаны" методами белковой инженерии, т.е. путем целенаправленной замены аминокислот активного центра фермента. При этом удалось выяснить (и увидеть, при помощи рентгена), какие из аминокислотных остатков фермента отвечают за слипание разных компонентов, потребных для создания активированного комплекса, и какие - за преимущественное связывание именно и только переходного состояния реакции, дотоле гипотетического, так как его устройство не было видно структурному эксперименту. Так, в тирозил-тРНК синтетазе, исследованной А.Ферштом, были найдены те остатки (Thr40 и His 45,), что связываются с γ-фосфатом АТФ только в переходном состоянии, что и отличает это переходное состояние от просто связанных субстратов или продуктов реакции. 

Рис.7. Предполагаемое строение переходного состояния в реакции образования тирозил-АМФ из тирозина и АТФ на ферменте тирозил-тРНК синтетазе. Заштрихованы кольца тирозина и аденозина. Атакующий тирозин активированный пяти-координатный α-фосфор (Р) АТФ находится в центре рисунка, а γ-фосфат АТФ - в его верхней части. Этот γ-фосфат образует водородные связи с Thr 40 и His 45 только в переходном состоянии реакции; при простом, непродуктивном связывании субстратов этих Н-связей нет. Картинка взята из [9]. 

Переходное состояние максимально нестабильно и прямо увидеть его нельзя. Так что рентген, видящий лишь стабильное расположение субстрата на ферменте, не видит его (субстрата) связывания с Thr40 и His 45 (видимое расстояние слишком велико), между тем как замены Thr40 и His 45 на маленькие аланины снижают активность мутантного белка более чем в миллион раз - хотя эти замены почти совсем не влияют на связывание "мутантом" субстратов реакции. Это свидетельствует, что их (Thr40 и His 45) связывание с γ-фосфатом АТФ происходит только в переходном состоянии при напряженном (пяти-координатном) состоянии α-фосфата, атакованного СО-группой тирозина. 

Говоря словами Холдейна, "в модели Фишера замка и ключа ключ не совсем подходит к замку, а подвергается в замке некоторой деформации". 

Авторы теории напряжений (Ламри и Эйринг, Дженкс) полагают что силы сорбции используются для создания напряжений (деформаций) в молекулах реагирующих компонентов, способствующих протеканию реакции. Если же активный центр фермента жесткий, то субстрат, чтобы он мог с ним связаться, должен претерпеть некоторую деформацию. 
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Рис.8. Схематическое изображение теории напряжений.

При этом предполагается, что активный центр устроен так, что в результате деформации молекула субстрата активируется (т. е. приобретает некоторые свойства, важные для образования переходного состояния реакции). В противном случае, когда жесткой является молекула субстрата, а конформационно лабилен фермент, схему катализа можно представить так же, как для механизма индуцированного соответствия. Легче всего представить индуцированное субстратом (или, в противном случае, белком) искажение конформации, которое включает сжатие (или растяжение) связей или изменение углов между связями. В общем случае, рассматривая строение молекулы субстрата или белка в более общем виде, под "напряжением структуры" можно понимать также и, например, десольватацию функциональных групп, принимающих участие в химической реакции. 

В реальных системах ни субстрат, ни фермент не являются жесткими молекулами. Поэтому при связывании претерпевают конформационные изменения, как правило, молекулы обоих реагентов. Это означает, что провести четкую грань между различными механизмами катализа не представляется возможным. Более того, даже обычный механизм ориентации реагирующих групп (лекция 5) в ряде случаев можно трактовать как создание некоторых напряжений в структуре молекул реагентов. Поэтому, чтобы не дать себя дезориентировать изобилием предложенных теорий и механизмов (а также поправок и уточнений к ним), важно помнить, что отличие между ними состоит лишь в используемых терминах (таких как принудительная ориентация, индуцированное соответствие, механизм "дыбы", щелевой эффект и т. п.) и некоторых частных предпосылках о строении активного центра. Термодинамическая же сущность всех этих теорий одна: потенциальная свободная энергия связывания (сорбции) субстрата на ферменте тратится на понижение барьера свободной энергии активации последующей химической реакции. 

Иллюстрацией такого рода механизмам могут служить реакции, катализируемые карбоксипептидазой А. Сближение и ориентация молекул субстрата по отношению к каталитически активным группам белка происходит при электростатическом взаимодействии свободной карбоксильной группы субстрата с гуанидиновой группой арг-145 (рис. 4.1, 4.2). Связывание субстрата на ферменте влечет за собой нарушение системы водородных связей в белке и индуцирует поворот боковой группы тир-248 с перемещением ее гидроксильной группы на 12 А. В результате между этой группой и амидным атомом азота квазисубстрата образуется водородная связь. Возникновение этой новой водородной связи должно существенно облегчить гидролиз пептидной связи, протекающий по механизму, который предложил Мильдван. В этой же реакции связывание субстрата приводит к созданию некоторого "сольватационного напряжения" в субстрате. Так, в фермент-субстратном комплексе карбонильная группа субстратной молекулы оказывается вблизи иона цинка, входящего в активный центр. Это приводит к вытеснению из его сольватной оболочки нескольких молекул воды. В результате ион цинка поляризует карбонильную группу субстрата, резко усиливая тем самым ее электрофильную реакционную способность. Таким образом, в катализе карбоксипептидазой А наряду с основным механизмом сближения и ориентации играют не последнюю роль также и эффекты индуцированного соответствия и напряжения. Сочетание различных механизмов широко распространено и в других ферментативных реакциях. 

Полифункциональный характер химических механизмов ферментативного катализа. Сущность кислотно-основного катализа.

Наряду с катализом за счет свободной энергии сорбции (лекции 4-6) ферментативные реакции находят источник ускорения в том, что молекула субстрата подвергается химической атаке не одной каталитической группой (как это происходит в гомогенно-каталитических реакциях второго порядка), а сразу несколькими. Это связано с тем, что третичная структура белка позволяет сосредоточить в активном центре фермента значительное число электрофильных и нуклеофильных групп: имидазольная, карбоксильная, сульфгидрильная, аммонийная, фенольная и др., которые, как известно из гомогенного катализа, представляют собой общекислотные и общеосновные катализаторы. Именно поэтому в промежуточном фермент-субстратном комплексе в принципе возможна атака сорбированной субстратной молекулы по механизмам общего кислотно-основного катализа. 

Попытаемся ответить на 2 вопроса: 1) какова сущность катализа по общекислотному и общеосновному механизмам вообще и 2) какие особенности сопровождают эти механизмы в ферментативных процессах в частности. 

1) Проанализируем различия в механизмах каталитического и некаталитического путей на примере двух реакций. 1- дегидратация карбиноламина: 
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Некаталитический путь (схема а) требует образования в качестве промежуточного продукта нестабильного (термодинамически неустойчивого) иона НО- . Механизм общекислотного катализа (схема б) состоит в передаче протона из молекулы катализатора АН в прямом направлении реакции и в удалении протона сопряженным основанием катализатора в обратном направлении. Вторая реакция - гидролиз ацилимидазола - поддается катализу общими основаниями: 
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В некаталитическом процессе (в) в качестве промежуточного соединения должен образоваться свободный ион гидроксония. В механизме общеосновного катализа (г) катализатор В отрывает протон в прямом направлении реакции и сопряженная кислота катализатора присоединяет протон в обратном направлении. Значительный вклад в свободную энергию активации некаталитических путей для той и другой реакций вносят энергетические затраты на образование термодинамически неустойчивых промежуточных соединений (ионов ОН- или, соответственно, Н3О+). Так, Дженкс полагает, что стандартные свободные энергии образования любой из этих промежуточных частиц равны 10-13 ккал/моль (при рН 7). В отличие от этого каталитические пути обеих реакций (будь это общекислотный в первой реакции или общеосновной катализ во второй) не требуют образования нестабильных промежуточных продуктов, поскольку участие общего кислотного или, соответственно, общеосновного катализатора стабилизирует электронную конфигурацию переходного состояния (схемы а-г). 

Сущность общего кислотно-основного катализа сводится к стабилизации переходного состояния реакции за счет более благоприятного распределения электронов между разрываемыми и образующимися связями. 

Если это так, то катализируемую реакцию должно было бы сопровождать прежде всего понижение энтальпии активации. Действительно, для целого ряда гидролитических реакций было найдено, что введение общеосновного либо общекислотного катализатора приводит к понижению наблюдаемой энтальпии активации на 3-6 ккал/моль. Это должно, казалось бы, привести к ускорениям катализируемых реакций [k = (kБT/ h) exp(-ΔG/RT)] в 102 -104 раз. 

С другой стороны, энтропия активации катализируемой реакции должна быть термодинамически менее благоприятной, поскольку в нее дополнительно войдут потери поступательных, а частично вращательных степеней свободы молекулы общекислотного (или общеосновного) катализатора, а также, возможно, и энтропийные затраты, обусловленные увеличением жесткости структуры переходного состояния в целом (ΔG = ΔH - TΔS). 

Действительно, для гидролитических реакций было найдено, что более благоприятная энтальпия активации общекислотного или общеосновного катализа почти полностью компенсируется неблагоприятным для реакции изменением энтропии активации. В сумме обоих эффектов каталитические реакции обнаруживают по свободным энергиям активации лишь незначительные преимущества перед соответствующими некаталитическими процессами. Неблагоприятных энтропийных затрат, свойственных межмолекулярным взаимодействиям высокого кинетического порядка, можно избежать (хотя бы частично), если реакционные компоненты включены уже в исходном состоянии реакции в состав одной молекулы (за счет эффектов сближения и ориентации). В качестве примера рассмотрим внутримолекулярный общеосновный катализ гидролиза сложноэфирной: 
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или амидной связей: 
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Для оценки эффективности внутримолекулярного общего катализа сравним константы скорости kкат с аналогичными кинетическими показателями для реакции с участием сложного эфира: 
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или амида: 

[image: image27.png]—C = NH, + H,0—Yea 5 COOH + NH,

Il
o




не содержащих в молекуле каталитической группы В. В зависимости от природы общеосновного катализатора В отношение kкат/ kнекат принимает значения: ~200 для карбоксильного аниона, ~1000 для нейтрального имидазола или же около 800 в случае гидроксильной группы. Проведенная оценка показывает, что эффект ускорения за счет общеосновного катализа может быть значительным, если катализатор действует внутримолекулярно (и, следовательно, в значительной мере отсутствуют неблагоприятные потери энтропии, которых иначе следовало бы ожидать при торможении хотя бы поступательного движения молекулы катализатора перед тем, как включить ее в переходное состояние реакции). 

По аналогии с эффектами, обнаруженными во "внутримолекулярных" неферментативных реакциях, включение в переходное состояние дополнительной нуклеофильной группы, действующей по механизму общеосновного (или общекислотного) катализа, в принципе может ускорить реакцию в сотни или даже тысячи раз. Существуют по крайней мере 2 причины, в силу которых эффекты общего кислотно-основного катализа могут оказаться в ферментативных системах еще более действенными, чем в неферментативных внутримолекулярных реакциях. 

1. В активных центрах ферментов в рамках относительно жесткой третичной структуры белка взаимодействующие функциональные группы уже в исходном состоянии реакции в гораздо большей степени сближены и сориентированы, чем в большинстве неферментативных внутримолекулярных процессов. 

2. Аполярная (в частности, дегидратированная) микросреда некоторых активных центров должна способствовать десольватации (хотя бы частичной) электрофильных и нуклеофильных центров, что усиливает их взаимодействие. 

Так, например, при гидролизе пептидной связи на активном центре карбоксипептидазы А (рис. 4.2) нуклеофильная атака молекулой воды усилена за счет общеосновного катализа со стороны карбоксильной группы глу-270 (а возможно и под действием гидроксильной группы остатка тир-248). Общекислотный катализ осуществляет, по-видимому, тир-248. Кроме того, расщепление пептидной связи субстратом будет существенно облегчено в результате электрофильной атаки атомом цинка. 

Другой пример - реакции, катализируемые папаином (рис. 4.3). Нуклеофильная атака карбонильной группы субстрата остатком цис-25 усилена за счет общеосновного катализа со стороны гис-159 и общекислотным катализом под действием глн-19. 

Как видно из этих примеров, в принципе возможны 2 механизма, по которым две функциональные группы фермента взаимодействуют с субстратом: 1) обе группы обладают однотипной природой, например нуклеофильной 
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2) или же разнотипной, когда, например, нуклеофильная атака усилена действием электрофила: 
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При участии большего числа нуклеофильных и электрофильных групп возможно большее число их комбинаций. Это разнообразие частных механизмов породило многочисленные теории катализа, которые, однако, отличаются лишь используемыми терминами, как, например, "эстафетная передача заряда" (для механизма 1), "пушпульное" взаимодействие (или же принцип "тяни-толкай") для механизма 2, "цепь переноса заряда (или связи)". Термодинамическая же сущность всех этих механизмов одна: они стабилизируют переходное состояние реакции за счет более благоприятного распределения электронов между разрываемыми и образующимися связями. 

В ряде ферментативных реакций образуются промежуточные соединения с ковалентной связью между ферментом и субстратом. В качестве примера можно указать протеазы, где в ходе ферментативной реакции образуется ацилфермент. Трудно сказать, почему реакция не протекает прямо, а идет через образование промежуточного соединения с ферментом (или коферментом). В этом отношении Дженкс указал, что "именно здесь могут быть заложены важные химические закономерности ферментативного катализа, которые в настоящее время почти или вообще не поняты". Не исключено, однако, что причина простая, а именно, что в ковалентно-связанном промежуточном соединении легче, чем в сорбционном фермент-субстратном комплексе, реализуются различные механизмы напряжения, которые позволяют использовать свободную энергию сорбции "химически инертных" субстратных фрагментов на ферменте на понижение активационного барьера скорость лимитирующей химической стадии. Возможно, наличие промежуточных соединений в ферментативных механизмах отражает лишь сложную картину участия в реакции большого числа функциональных групп, многие из которых вообще склонны образовывать метастабильные продукты (как, например, имидазольная группа). Иными словами, образование промежуточных соединений хотя и сопровождает ферментативный катализ, но, возможно, не имеет прямого отношения к наблюдаемым ускорениям.
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