2. Ферменты

2.1. Строение и механизм действия

Энзимология, учение о ферментах ( центральная часть курса биохимии. Многочисленные химические превращения в клетке осуществляются в мягких условиях при температурах, близких к 40 0С, и нейтральных значениях рН. В этих условиях скорости химических превращений ничтожно малы и редко протекают в отсутствие специальных катализаторов ( ферментов (энзимы, enzymes). Ферменты — это биокатализаторы, образующиеся в клетке и представляющие собой либо простые белки (например, РНКаза А, см. ниже), либо сложные, содержащие дополнительно не аминокислотные компоненты (практически все ферменты).

Все ферменты обладают отличительными каталитическими свойствами, которые крайне важны для биологических процессов.

Равновесие реакции. Фермент не сдвигает равновесия химической реакции. Ускоряя как прямую, так и обратную реакции, он ускоряет его наступление.

Энергия активации. Ферменты повышают скорость реакции путем снижения энергии активации катализируемых ими реакций.
Каталитическая сила. Ферменты обладают огромной каталитической силой ( ускоряют реакцию по крайней мере на шесть порядков.
Так, карбоангидраза, катализирующая гидратирование диоксида углерода: (
СО2 + Н2О ( Н2СО3,

ускоряет реакцию в 107 раз, это самый активный из всех известных ферментов.

Специфичность. Ферменты обладают высокой специфичностью как к катализируемой ими реакции, так и к субстратам.

В качестве примеров различной и увеличивающейся специфичности ферментов можно привести трипсин, который катализирует гидролиз пептидной связи по карбоксильным группам только Lys и Arg. Тромбин (фактор свертывания крови) расщепляет только связь Arg(Gly. ДНК-полимераза I обладает еще большей специфичностью, задаваемой матрицей ( нуклеотид ошибочно включается реже чем один на 106 п.н.
Трансформация различных видов энергии. Энергия реагирующих веществ переходит с высокой степенью эффективности из одной формы в другую: при фотосинтезе энергия света превращается в энергию химических связей; в митохондриях свободная энергия веществ пищи переходит в энергию аденозинтрифосфата (АТР) ( разменной монеты энергетической валюты. Эти превращения энергии осуществляются молекулами ферментов, которые являются частью интегральных высокоорганизованных структур.

Активный центр (AS, active site) ( участок фермента, ответственный за специфичность связывания субстрата и, собственно, определяющий специфичность каталитического действия фермента. Часть AS, ответственная за селективное связывание субстрата ( адсорбционный центр, а часть, которая принимает непосредственное участие в каталитическом процессе ( каталитический центр.

(AS) ( это: 1) малая часть объема фермента; 2) трехмерное образование; 3) узкое углубление или щель. Субстрат относительно слабо   связывается   с   ферментом  (  константы   равновесия 
ES-комплексов обычно лежат в пределах 10-2–10-8 М, и специфичность связывания зависит от строго определенного расположения атомов в AS.

Первая стадия ферментативного катализа ( образование фермент-субстратного (ES) комплекса. Основным доводом в пользу существования ES-комплекса служит положение Л. Михаэлиса ( скорость реакции достигает максимума при достаточно высокой концентрации субстрата, так как в этих условиях субстрат занимает все каталитические центры на ферменте.

Две модели взаимодействия субстрата с ферментом.

Модель ключ–замок (модель Э. Фишера, А) ( AS сам по себе комплементарен по форме субстрату.

Модель индуцированного соответствия (модель Д. Кошланда, Б) ( связывание субстрата изменяет форму фермента и AS становится комплементарным субстрату только после присоединения последнего.
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Три основных типа невалентных взаимодействий, участвующих в образовании ES-комплекса — электростатические, водородные связи и гидрофобные взаимодействия, последние играют важную роль в стерической комплементарности субстрата ферменту.

Скорость ферментативной реакции зависит от:

– концентрации и активности фермента;


– концентрации субстрата;


– рН и состава раствора;


– температуры; 


– присутствия активаторов и ингибиторов.

Каждый фермент характеризуется оптимумами рН и температуры.

Панкреатическая рибонуклеаза (рибонуклеаза А, РНКаза А, RNase A, ЕС 3.1.27.5). РНКаза А гидролизует РНК в ходе двухстадийного процесса, при котором в качестве промежуточного соединения образуется 2’3’-циклический фосфат (2’,3’-cUMP):
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Высокая специфичность РНКазы А может быть четко продемонстрирована при сравнении ряда параметров гидролиза РНК РНКазой и 1 М раствором щелочи (в скобках):

1) основание, находящееся на 3’-конце, должно быть пиримидином ( Ura или Cyt (все);

2) анти-конформация Ura или Cyt относительно кольца рибозы (и син-, и анти-);

3) расщепление только 3’-5’-фосфодиэфирных связей (и 3’-5’-, и 2’-5’-);

4) продуктом является только 3’-нуклеотид (и 3’- и 2’-);

5) время превращения 2’,3’-циклофосфата на три порядка меньше для РНКазы;

6) рН 6–8 реакционной смеси (рН 12–14).
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Активный центр РНКазы А и структура фермент-субстратного комплекса. В рибонуклеазе имеется четко выраженная расщелина для связывания субстрата, в ней располагаются Lys7, Gln11, His12, Lys41, Thr45, Lys66, His119, Phe120, Ser123 (P0, R1, B1, P1, R2, B2, P2, B3 ( места связывания соответственно 5’-фосфатной группы, рибозы, урацила, фосфатной группы, рибозы, аденина, фосфатной группы, аденина тринуклеотида ( pUpApA).
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Схема механизма действия РНКазы А

Пиримидиновое основание (на схемах Ura) образует три водородные связи с Ser123 (ОН-гр.) и Thr45 (ОН- и NH-гр.) и находится в стэкинге с ароматическим кольцом Phe120. His119 и Gln11 образуют водородные (Н–Н) связи с кислородами гидролизуемой фосфодиэфирной связи, а His12 с 2’–ОН-группой рибозы пиримидина. Кислороды фосфатных групп Р0, Р1 и Р2, образуют электростатические взаимодействия с Lys66, Lys41 и Lys7, соответственно.

Химический механизм действия РНКазы. Реакция гидролиза РНК протекает по механизму общего кислотно-основного катализа с участием в каталитическом центре фермента двух остатков гистидина ( His12 и His119.

На стадии циклизации His12 выступает в роли общего основного катализатора, а His119 ( в роли общей кислоты. Заряженный имидазольный остаток His119 подает протон, необходимый для образования 5'-гидроксигруппы аденозина, а непротонированный His12 отнимает протон от 2'-гидроксигруппы, атакуемой атомом Р (первая реакция схемы).

На стадии гидролиза His12 и His119 меняются ролями; His119 активирует атаку воды по механизму общего основного катализа, а His12 является кислотным катализатором, протонирующим уходящую группу (нижняя реакция схемы).

Сериновые протеазы (ЕС 3.4.21.) являются ферментами, гидролизующими пептидные связи в белках. 

Активный центр сериновых протеаз и структура фермент-субстратного комплекса. В протеазах есть «карман», связывающий боковую цепь С-концевой расщепляемой аминокислоты.

Каталитический центр протеаз представлен сериновой триадой – серином, гистидином и аспартатом. В случае химотрипсина ( это Ser-195, His-57 и Asp-102.

Химический механизм действия сериновых протеаз как пример нуклеофильного катализа. Механизм действия сериновых протеаз хорошо исследован на примере трипсина, химотрипсина и эластазы, отличающихся лишь специфичностью по отношению к природе карбонильного компонента расщепляемой пептидной связи.
На первой стадии гидролиза пептидов химотрипсином (ЕС 3.4.21.1.) ( ацилирования, в результате атаки субстрата гидроксилом Ser195 образуется невалентно связанное промежуточное соединение, превращающееся в тетраэдрическое промежуточное соединение (см. схему ниже). Затем оно распадается с образованием ацилфермента ( промежуточного продукта катализа, при этом расщепляется пептидная связь.
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Схема фермент-субстратного комплекса (химотрипсин)

На второй стадии гидролиза пептида ( деацилирования, ацилфермент гидролизуется с отщеплением N-концевой части полипептида и одновременной регенерацией в активном центре  триады аминокислот.

Каталитическая активность химотрипсина определяется необычайно высокой реакционноспособностью Ser-195. Находящиеся рядом карбоксилат-анион аспартата и имидазольная группа гистидина формируют систему переноса заряда. Эта система играет ключевую роль в катализе, благодаря способности связывать протон и обеспечивает с одной стороны челночную передачу протона, а с другой – повышает нуклеофильный характер остатка серина в активном центре.
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Схема механизма действия сериновых протеаз (химотрипсина)[image: image21.wmf]E
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Для осуществления электрофильного или окислительно-восстановительного катализа белковые молекулы фермента сами по себе неактивны и требуют присутствия кофакторов ( ионов металлов или сложных органических молекул (простетических групп), белковая часть фермента без кофактора называется апоферментом.

Карбоксипептидаза А (ЕС 3.4.17.1.) – пример фермента, кофактором которого является ион цинка, осуществляющего благодаря последнему электрофильный катализ.

Панкреатическая карбоксипептидаза А – экзопептидаза, гидролизующая С-концевую пептидную связь в полипептидах; она специфична к объемным остаткам гидрофобных аминокислот, содержащим ароматическую или большую алифатическую боковую цепь. 

Активный центр карбоксипептидазы и структура фермент-субстратного комплекса. Ион цинка расположен в углублении близко к поверхности молекулы и образует координационные связи (в виде тетраэдра) с остатками двух гистидинов, глутамата и карбонильным кислородом расщепляемой пептидной связи. Рядом с ионом цинка на ферменте имеется большого размера «карман», в который попадает боковой радикал концевого остатка пептидного субстрата.

Субстрат связывается в активном центре благодаря следующим взаимодействиям: отрицательно заряженная концевая карбоксильная группа вступает в электростатическое взаимодействие с положительно заряженной гуанидиниевой группировкой Arg-145; боковой радикал С-концевой аминокислоты (на  рисунке  –  Tyr)  связывается   в   гидрофобном   «кармане»; 
ОН-группа Tyr-248 образует две водородные связи с NH-группами пептидной связи, одна из которых является гидролизуемой; карбонильный кислород этой же связи вступает в координационную связь с ионом цинка.

Связывание субстрата сопровождается перестройкой активного центра.   Гуанидиниевая группа  Arg-145  и  карбоксильная  группа 
Glu-270 смещаются на 2Å, связывание карбонильной группы субстрата с ионом цинка вытесняет из тетраэдрического комплекса молекулу воды. Гидроксил Tyr-248 смещается на 12Å. 
Химический механизм действия карбоксипептидазы. Гидролиз пептидных субстратов осуществляется по прямому механизму: Glu-270 активирует молекулу воды; образующийся ОН- непосредственно атакует карбонильный атом углерода расщепляемой пептидной связи. Одновременно Tyr-248 отдает протон на ее NH-группу, и в итоге пептидная связь гидролизуется. 
Роль цинка. Ион цинка поляризует С=О-группу, стабилизирует на атоме кислорода отрицательный заряд, а атом углерода становится более чувствительным к нуклеофильной атаке. Неполярное окружение иона цинка увеличивает его эффективный
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заряд и тем самым – его способность индуцировать диполь. Сильной поляризации карбонильной группы способствует также близость отрицательного заряда Glu-270.

Таким образом, следует отметить два основных аспекта взаимодействия карбоксипептидазы с субстратом:

1) индуцированное соответствие ( связывание субстрата сопровождается значительными изменениями структуры фермента;

2) скорость катализа возрастает благодаря смещению электронов ( в активном центре фермента содержатся атом цинка и другие группы, которые индуцируют перераспределение электронов в субстрате, облегчая процесс гидролиза.
Коферменты и апоферменты. Как указано выше, в белках отсутствуют группы, способные участвовать в окислительно-восстановительном катализе. В качестве ферментов, катализирующих непосредственное окисление органических молекул кислородом (например, глюкозооксидаза, ЕС 1.1.3.4.), выступают флавопротеиды ( апоферменты в комплексе с флавиновыми нуклеотидами: флавинмононуклеотидом (FMN) и флавинадениндинуклеотидом (FAD).
Функция этих коферментов заключается в дегидрировании  (перенос протонов и электронов).

Перенос двух протонов и двух электронов от донора к флавину может происходить в две стадии с образованием семихинона в качестве промежуточного продукта. Семихинон содержит атом азота с неспаренным электроном.

Апофермент определяет функцию кофермента. Определяющую роль природы белковой части фермента можно наглядно продемонстрировать на примере гемопротеидов ( гем-содержащих белков, и пиридоксальфосфат-зависимых ферментов.

Гемовые простетические группы содержатся в целом ряде важных ферментов. Гем состоит из органической части и атома Fe. Органическая часть ( протопорфирин ( образован из четырех пиррольных колец, соединенных четырьмя метиленовыми мостиками. К тетрапиррольному кольцу присоединены четыре метильные, две винильные и две пропионатные боковые цепи.
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Возможно 15 различных вариантов, в биологических системах присутствует только один изомер ( протопорфирин IX. Центральный атом железа в геме способен образовывать шесть связей. Четыре из них расположены в плоскости и связывают атом железа с четырьмя атомами азота плоской структуры порфиринового кольца, а пятая и шестая находятся перпендикулярно по обе стороны кольца и могут образовывать дополнительные связи с определенными лигандами.

Гемоглобин ( пример белка, в котором гем, связанный со специфическим белком, резко усиливает одну из выполняемых им функций. Образование комплекса гема с белком глобином усиливает координирующую способность гема, в особенности в отношении О2. Гемоглобин (феррогемоглобин ( Fe+2) обратимо связывает кислород и таким образом служит переносчиком кислорода в многоклеточных организмах. Гемоглобин ( аллостерический белок, присоединение О2 к белку повышает связывание дополнительных молекул О2, то есть имеет место кооперативное связывание.

Цитохром С (ЕС 1.9.3.1.) ( небольшой белок, ковалентно связанный с гемом – единственный белковый переносчик электронов на кислород в процессе окислительного фосфорилирования, характерного для всех аэробных организмов.
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Каталаза (ЕС 1.11.1.6.) осуществляет расщепление перекиси водорода до молекулярного кислорода и воды, защищая живые организмы от повреждения высокореакционноспособным пероксидом водорода:

Н2О2 + Н2О2 ( 2Н2О + О2
Пиридоксальфосфат (PLP) ( простетическая группа, активная форма которой образуется как шиффово основание в результате конденсации альдегидной группы со свободной (-аминогруппой остатка Lys фермента и затем реагирует со специфичной аминокислотой с образованием нового шиффова основания, при этом освобождается (-аминогруппа Lys.

Пиридоксальфосфат ( кофермент большой группы ферментов (лиаз,   ЕС 4.),   катализирующих   декарбоксилирование 
(-аминокислот (с образованием аминов):

  H+
RCH(NH3+)COO- ( RCH2NH3+ +CO2
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Механизм декарбоксилирования:
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соединение

основание Шиффа
Пиридоксальфосфат является коферментом еще одной группы ферментов ( аминотрансфераз (ЕС 2.6.1.), или трансаминаз, катализирующих реакции переаминирования общего вида:

R1–CH–COO-  +  R2–C–COO-   →   R1–C–COO-  + R2–CH–COO-
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Механизм переаминирования:
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     соединение


      

PMP
 Этот ряд превращений представляет собой одну из двух полуреакций, необходимых для ферментативного переаминирования. РМР реагирует со второй специфичной кетокислотой в обратном направлении с образованием исходного шиффова основания PLP с NH2-группой Lys апофермента и аминокислоты: 
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R1–CH–COO- + PLP   →   R1–C–COO- + PMP
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Таким образом, белок в роли фермента или апофермента участвует в следующих главных процессах:

· Белок обеспечивает специфическое узнавание субстрата и последующее образование продуктивного фермент-субстратного комплекса.

· Кислые и основные аминокислотные остатки фермента участвуют в общем кислотно-основном катализе.

· В ряде случаев фермент ковалентно связывает субстрат с образованием промежуточного продукта и выступает как нуклеофильный катализатор.

· В качестве апофермента белок обеспечивает ковалентное связывание в активном центре кофактора, простетической группы или обратимое связывание кофермента, а также определяет их функцию.
2.2. Кинетика ферментативных реакций
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Для описания кинетики, представленной на графике и описывающей действие многих ферментов, в 1913 г. Л. Михаэлис и М. Ментен предложили простую модель, в основе которой лежит необходимый промежуточный этап катализа ( образование фермент-субстратного комплекса (ES) (1).

Кроме того, существует еще ряд ограничительных условий (они будут указаны по порядку в скобках), при выполнении которых модель и выведенное ниже уравнение Михаэлиса–Ментен правильно описывают кинетику реакции.

Предложенная модель может быть выражена следующей последовательностью реакций фермента (Е) с субстратом (S), при этом, с каждым активным центром Е связывается только одна молекула S (2):

k1
 k2
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k-1
Постулируется, что продукт реакции, Р, не превращается в исходный субстрат S (3).

Равновесие устанавливается очень быстро, и вторая стадия реакции необратима (лимитирующая стадия) (4), скорость ферментативной реакции выражается как

     V = k2[ES].


       (II)

В квазистационарных условиях (5) концентрация промежуточных продуктов остается постоянной, т. е. d[ES] / dt = 0:

k1[E][S] = (k-1 + k2)[ES] .

       (III)

Преобразуем это уравнение:





   

   [E][S]
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Вводим новую константу КМ ( константу Михаэлиса:

                 КМ = (k-1 + k2)/k1,            

 (V)

тогда уравнение (IV):







   [E][S]
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Концентрация субстрата не меняется в ходе реакции, т. е. концентрация свободного субстрата равна его начальной концентрации при условии, что [E] (( [S] (6), тогда как концентрация несвязанного Е:

   [E] = [Е]о – [ES],


      (VII)

где [Е]о – общая концентрация фермента.

Подставим это выражение в уравнение (VI) и решим относительно [ES]:

   

   [S]
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Подставим выражение (VIII) в уравнение (II):

        


     [S] 
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Максимальная скорость реакции Vmax достигается при насыщении  активных   центров  фермента   субстратом,  т. е.  когда 
[S] (( КМ, при этом [S] / [S] + [КМ] ( 1. Следовательно,

Vmax = k2[E]o.




(X)

Подставив это выражение в уравнение (IX), получим уравнение Михаэлиса–Ментен:

  


       [S]
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(XI)

         



   [S] + КМ 





или 
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Эти уравнения соответствуют кинетической зависимости, представленной на графике выше. При низких концентрациях S, когда S (( КМ, V = Vmax / КМ [S], т. е. скорость прямо пропорциональна концентрации S. При высоких концентрациях S, когда S (( КМ, V = Vmax, т. е. скорость максимальна и не зависит от концентрации S.

Если [S] = КМ, то V = Vmax / 2. Таким образом, физический смысл величины КМ заключается в том, что она равна концентрации S, при которой скорость реакции составляет половину максимальной.

Величины КМ и Vmax варьируют в широком диапазоне для различных ферментов (табл. 4, 5).

Для  большинства  ферментов  величина  КМ  лежит  в  пределах 
10-1 ( 10-6 М. Значение КМ зависит от природы S, от условий реакции: ионной силы, температуры, рН.
Таблица 4

Величины КМ  для различных  ферментов

	Фермент
	Субстрат
	КМ, М

	Химотрипсин
	Ацетил L-триптофанамид
	5(10-3

	Карбоангидраза
	СО2
	8(10-3

	Аргинин-тРНК-
	
	

	синтетаза
	Arg
	3(10-6

	
	тРНК
	4(10-7

	
	АТР
	3(10-4


КМ  связана  с  константами  скоростей  отдельных  стадий  катализа 
КМ = (k-1 + k2)/k1 (V). В случае, когда диссоциация комплекса ES на E и S протекает быстрее, чем образование Е и Р, имеет место соотношение: k2 (( k-1 и 

  k-1          [E][S]
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   k1        [ES],

т. е. КМ = KES. Таким образом, второе смысловое значение КМ:  КМ равна константе диссоциации ES-комплекса, если k2 намного меньше, чем k-1 (7-е ограничение).

В данном случае КМ является мерой прочности ES-комплекса, мерой сродства (аффинности) субстрата к Е: чем меньше величина КМ, тем выше сродство.

Максимальная скорость Vmax отражает число оборотов фермента, если известна концентрация активных центров [Е]0, так как 
Vmax = k2[Е]0. Кинетическая константа k2 называется числом оборотов. 
Таблица 5
Величины k2 для различных ферментов

	Фермент

Карбоангидраза
Ацетилхолинэстераза
Химотрипсин
ДНК-полимераза I
	Число оборотов/cек

600 000

25 000

1000

15


Число оборотов фермента ( это то количество молекул субстрата, которое превращается в продукт реакции в единицу времени при полном насыщении фермента субстратом. Другими словами, это мера эффективности работы фермента. Самым активным   из   известных  ферментов   является   карбоангидраза 
(табл. 5).

Методы определения величин КМ и Vmax. Кинетические константы односубстратной реакции определяют путем измерения скорости реакции при различных концентрациях субстрата (S). Наиболее удобный способ для их расчета ( это линеаризация уравнения Михаэлиса–Ментен, графические методы определения константы КМ и Vmax. Ниже представлены графики Лайнуивера-Берка и Иди-Хофсти.

Ниже представлен график Лайнуивера–Берка. 


Статистический анализ показал, что метод Иди–Хофсти дает более точные результаты, чем метод Лайнуивера–Берка, так как в первом случае и зависимые, и независимые переменные входят в величины, откладываемые на обеих осях координат. Очень точный графический метод ( «прямой график» Эйзенталя(Корниш-Боудена. Координаты экспериментальных точек откладывают на осях, затем через каждую пару точек проводят прямую. Полученные прямые пересекаются в точке {KM;Vmax}.

Далее приведен график Иди–Хофсти.



Ниже представлен график Эйзенталя–Корниш-Боудена.

Ингибирование и активация ферментов. Эффекторы ( соединения, специфично влияющие на скорость ферментативных реакций. Одни из них ускоряют процесс и называются активаторами, другие замедляют и носят название ингибиторов ферментов. По принципу действия ингибиторы делят на обратимые и необратимые.

Обратимое ингибирование. Конкурентный ингибитор структурно подобен субстрату и потому связывается в активном центре фермента, вследствие чего препятствует связыванию субстрата в том же центре (см. ниже рисунок). Конкурентный ингибитор уменьшает скорость реакции, снижая долю молекул фермента, связавших субстрат. Неконкурентный ингибитор и субстрат могут связываться молекулой фермента одновременно, т. е. участки их связывания не перекрываются. Неконкурентный ингибитор уменьшает число оборотов фермента, а не снижает долю связавших субстрат молекул фермента. 

Конкурентное и неконкурентное ингибирование различаются по кинетике.

Далее приведена схема конкурентного ингибирования.

Отличительной особенностью конкурентного ингибирования является способность субстрата при достаточно высокой концентрации (~ 5–10 Км) предотвращать ингибирование, другими словами, защищать фермент.
Ниже представлены графики: 
Лайнуивера–Берка





Иди–Хофсти




Далее приведена схема неконкурентного ингибирования.
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Видно, что при неконкурентном ингибировании Vmax уменьшается, а КМ не изменяется, и повышение концентрации S не снимает ингибирования.

Лайнуивера–Берка




Иди–Хофсти





2.3. Классы ферментативных реакций. Основные коферменты

Ферменты классифицируются как катализаторы определенных реакций, а не как индивидуальные химические соединения.

Согласно классификации Международного союза по биохимии (IUB), все ферменты разделены на шесть классов, каждый класс – на подклассы и последние, в свою очередь, на подподклассы. Каждый фермент, кроме того, имеет свой порядковый номер внутри подподкласса. Иначе говоря, фермент характеризуется классификационным номером, состоящим из букв КФ (ЕС, Enzyme Classification) и четырех чисел: номера класса, подкласса, подподкласса и порядкового номера. Существует систематическая номенклатура (IUB) ферментов и их тривиальные, общеупотребительные, названия.

Первый класс ( оксидоредуктазы, ферменты, катализирующие окислительно-восстановительные реакции.

Рациональная (систематическая) номенклатура включает название восстановителя (донора электронов), окислителя (акцептора электронов) и названия класса.

Так, фермент, катализирующий окисление этанола до ацетальдегида (1-й подкласс):

СН3СН2ОН + NAD+              СН3СНО + NAD(Н + Н+,

называется алкоголь:NAD+ оксидоредуктаза (ЕС 1.1.1.1.). Кроме того, ферменты, использующие в качестве окислителя кофермент ( никотинамидадениндинуклеотид (NAD+) (1-й подподкласс), называют дегидрогеназами, и поэтому этот фермент обычно называют алкоголь дегидрогеназой.

Исключительно важный подподкласс оксидоредуктаз (ЕС 1.2.4.), катализирующих   окислительное   декарбоксилирование 
(-кетокислот   с  участием  кофактора  липоамида   и   кофермента тиаминпирофосфата,  будет  рассмотрен  позже  в  гл 3,  разд. 3.1. (пируват-дегидрогеназный комплекс).

Строение  никотинамидадениндинуклеотида(фосфат)а; NAD(P) ( переносчика протонов и электронов.
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Второй класс ( трансферазы, ферменты, катализирующие негидролитические реакции переноса радикала от молекулы-донора к молекуле-акцептору:

XY +Z          X + YZ (X, Z ( H2O или OH-).
Систематическое название ( XY:Z Y-трансфераза.

Два сложных органических соединения ( тетрагидрофолат (THF, производное фолиевой кислоты) и S-аденозилметионин, являются важными коферментами трансфераз 1-го подкласса, переносящими одноуглеродные остатки.

Тетрагидрофолат; ТHF:

[image: image14.wmf]N

C

H

3

N

H

N

C

H

2

N

N

+

C

H

N

N

C

H

N

H

N

H

N

H

N

C

H

O

N

C

38

N

1

C

C

C

N

H

C

H

2

C

H

N

H

C

H

2

N

H

N

H

2

O

H

C

C

H

C

H

C

C

H

C

H

C

N

H

C

H

C

H

2

C

H

2

O

C

O

O

H

C

O

O

H

n

 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

5

10

5

10

5

10

5

10

5

10

THF

N5-ìåòèëTHF

N5,N10-ìåòèëåíTHF

N10-ôîðìèëTHF

N5,N10-ìåòåíèëTHF

N5-ôîðìèìèíîTHF

Îñòàòîê ïòåðèäèíà

        Îñòàòîê

 

ï

-àìèíîáåíçîèëà

Îñòàòêè ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû

                 (n = 3 èëè 7)


Образование метионина:



Образование S-аденозилметионина:
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  S-аденозилметионин

Третий класс ( гидролазы, ферменты, катализирующие реакции гидролиза. Систематическая номенклатура ( название субстрата плюс название отщепляемой группы со словом гидролаза. Чаще всего это название субстрата плюс окончание –аза (ДНКазы, РНКазы). Часто употребляются тривиальные названия: трипсин, химотрипсин, эластаза.

Четвертый класс ( лиазы, ферменты, катализирующие негидролитическое расщепление субстрата с образованием кратной связи (или цикла) в одном направлении, а в другом ( присоединение по кратной связи. Систематическая номенклатура состоит из наименования субстрата, названия отщепляемой группы и слова лиаза.

Пятый класс ( изомеразы, ферменты, катализирующие различные процессы изомеризации. Систематическая номенклатура ( название субстрата плюс слово изомераза (рацемаза, эпимераза, или мутаза).

Основным переносчиком ацильных групп подкласса ацилтрансфераз (ЕС 2.3) является кофермент А (коэнзим,coenzyme А, СоА или СоАSH):
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Пантотеновая   кислота

Меркаптоэтиламин


Шестой класс ( лигазы (синтетазы), ферменты, катализирующие реакции присоединения, сопряженные с гидролизом пирофосфатной связи молекулы ATP (или GTP), которая является третьим субстратом. Реакции, катализируемые синтетазами, протекают, как правило, в две стадии (ДНК-лигаза катализирует «сшивку» брешей в ДНК в три этапа) с образованием на первой стадии «активированных» присоединением АМР или кофермента субстратов. Следующие стадии реакции обеспечиваются энергией расщепления активированного промежуточного продукта (как в случае карбоксибиотин-фермента), или пирофосфата. Гидролиз последнего называют движущей или запускающей силой большого числа синтетических реакций, катализируемых не только синтетазами,   например,   синтез   ДНК,   катализируемый 
ДНК-полимеразой ( нуклеотидилтрансферазой Систематическое название ( наименование продукта плюс слово синтетаза, или названия субстратов (через двоеточие) плюс слово лигаза и в скобках наименование продукта, который образуется при гидролизе ATP или GTP. Например, полидезоксирибонуклеотид синтетаза или ДНК-лигаза (образующая АМР).(ЕС 6.5.1.1)

Простетическая группа биотин является неотъемлемой частью ферментов, катализирующих реакции карбоксилирования, и связан с апоферментом в результате конденсации его карбоксильной группы с аминогруппой Lys. Для осуществления карбоксилирования необходима «активированная» двуокись углерода, которая образуется за счет присоединения СО2 по имидному атому азота биотина с участием АТР. 

Биотин:
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