5. Интеграция и принципы контроля метаболизма

5.1. Биохимические цепи и циклы как общий принцип организации систем биохимических превращений в живой природе
Каким же образом координируется сложная сеть рассмотренных выше процессов, чтобы организм был обеспечен всем необходимым для жизни? Координация обеспечивается интеграцией и одновременно контролем метаболизма.

Основная цель метаболизма – это генерирование АТР, NADPH и  строительных блоков для биосинтетических реакций. 

Из рассмотренного выше материала видно, что общим принципом организации и координации процессов метаболизма являются цепи и циклы. На схеме, приведенной на с. 119, представлена цепь гликолиза и цикл трикарбоновых кислот, а также связь последнего с циклом мочевины.

Рассмотрим основные метаболические пути и их регуляторные стадии. 

Необратимые стадии любого метаболического процесса определяют необратимость пути процесса, а ферменты, катализирующие эти стадии, регулируют весь процесс. Для гликолиза  эти  вопросы  обсуждены в  гл. 3, разд. 3.1. («Гликолиз»). 
Лимитирующей реакцией цикла Кребса является синтез цитрата из оксалоацетата и ацетил-СоА. АТР – аллостерический ингибитор цитрат синтазы. Кроме того, реакции, катализируемые изоцитрат дегидрогеназой и α-оксоглутарат дегидрогеназой, – также регуляторные стадии ЦТК. Первый фермент стимулируется ADP и ингибируется NADH. Второй фермент ингибируется продуктами реакции – сукцинил-СоА и NADH и высоким энергетическим зарядом. Иначе говоря, и поступление двухуглеродных фрагментов в ЦТК, и скорость цикла снижаются при высоком содержании АТР в клетке.
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К вспомогательным компонентам гликолиза относятся коферменты – АDP, NAD+, первый из них регенерируется при взаимопревращениях нуклеозидмоно-, ди- и трифосфатов, а второй – в цепи переноса электронов. 

Из приведенной интеграционной схемы некоторых метаболических путей видно, что есть точки разветвления, на перекрестках которых находятся ключевые промежуточные продукты – глюкозо-6-фосфат, пируват, ацетил-СоА, которые связывают многие процессы между собой: гликолиз и глюконеогенез, пентозофосфатный путь, цикл мочевины, синтез и распад жирных кислот, расщепление и синтез углеродного скелета аминокислот, биосинтез нуклеотидов, жиров, фосфолипидов и холестерола (см. схемы на сс. 119 и 120).

Из схемы видны пути синтеза компонентов ЦТК – анаплеротические реакции, некоторые из них были рассмотрены раньше и будут проанализированы ниже.

Примером еще одного цикла взаимопревращения глюкозы и лактата является цикл Кори.

Лактат, образованный сокращающейся мышцей из пирувата вследствие высокого значения отношения [NADH] / [NAD+], диффундирует в кровь и переносится в печень, где вследствие низкого отношения [NADH] / [NAD+] превращается в пируват, из которого по пути глюконеогенеза образуется глюкоза. Таким образом печень снабжает глюкозой сокращающиеся мышцы, получающие АТР в результате гликолитического превращения глюкозы в лактат:
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5.2. Пространственная организация систем биохимических процессов
Важный общий принцип метаболизма состоит в следующем: пути биосинтеза и распада почти всегда разобщены. Это разобщение способствует регуляции метаболизма. У эукариот возможности метаболической регуляции и ее гибкость усиливаются благодаря наличию компартмента (компартментализация) (см. схему на с. 122).

Так судьба жирных кислот определяется тем, где они находятся – в цитозоле или в митохондриях. Это позволяет регулировать их поток через внутреннюю митохондриальную мембрану. Жирные кислоты в цитозоле, где они синтезируются, могут этерифицироваться, выделяться во внеклеточное пространство или переноситься внутрь митохондриального матрикса в виде эфиров карнитина, где они быстро расщепляются. 

Наглядным примером компартментации является синтез карбамоилфосфата в цикле мочевины и при синтезе пиримидинов, что обсуждалось выше (гл. 4, разд 4.3., «Синтез пиримидиновых нуклеотидов»).
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Мультиферментные комплексы представляют собой примеры совершенной организации систем биохимических реакций: пируватдегидрогеназный и α-оксоглутаратдегидрогеназный комплексы, полиферментный комплекс синтеза жирных кислот. Структурное объединение ферментов-участников делает возможным координированный катализ при осуществлении многостадийного процесса. Компактность расположения ферментов увеличивает суммарную скорость процесса и сводит к минимуму побочные реакции. И, как правило, присутствует молекулярный рычаг для переноса активированных промежуточных продуктов от одного активного центра к другому.

5.3. Регуляция систем биохимических процессов
Даже в простейшей бактериальной клетке протекает более тысячи взаимозависимых реакций. Эта сложная система требует строгой регуляции. Исследование широкого круга организмов показало, что существует много различных механизмов регуляции. Функции организма могут регулироваться посредством реакций, протекающих в клетке – метаболическая регуляция (регуляция активности ферментов), а также на уровне всего организма – гормональный и нервный контроль.

Принципиально важная особенность метаболических путей заключается в том, что их скорость определяется активностью ключевых ферментов, катализирующих лимитирующие (решающие) реакции процесса. Регуляция этих ферментов, различные типы которой будут рассмотрены ниже, и их концентрация являются определяющими тактику координации метаболизма.

Кроме того, биосинтез и расщепление органических молекул клетки почти всегда осуществляются различными путями и происходят в разных компартментах клетки. 

Стехиометрическая регуляция в точках разветвления определяется соотношением концентраций компонентов. Так, если есть избыток АТР и глюкозо-6-фосфата, из последнего образуется гликоген. Если же АТР и углеродные скелеты молекул расходуются на биосинтетические реакции, глюкозо-6-фосфат вступает в реакции гликолиза. Взаимопревращение глицеральдегид-3-фосфата и    дигидроксиацетонфосфата   определяется   соотношением 
[NAD+] / NADH.

Во многих биосинтетических процессах имеет место ингибирование первой реакции конечным продуктом процесса. Эта регуляция называется ингибированием по принципу обратной связи, или ретроингибированием. Так, образовавший пальмитоил-СоА ингибирует ацетил-СоА-карбоксилазу – фермент, катализирующий первую реакцию цикла биосинтеза жирных кислот.

AMP и GMP являются ретроингибиторами ферментов четырех стадий биосинтеза пуриновых нуклеотидов: 5-фосфорибозил-1-пирофосфат синтетазы (AMP, GMP и IMP); α-5-фосфорибозил-1-пирофосфат аминотрансферазы (AMP и GMP) (лимитирующая реакция); аденилатсукциназы (АМР) и дегидрогеназы инозиновой кислоты (GMP). Две реакции биосинтеза пиримидиновых нуклеотидов также ингибируются по принципу обратной связи: лимитирующая стадия, катализируемая аспартат карбамоил трансферазой ингибируется СТР, а карбамоилфосфат синтаза ингибируется другим продуктом – UMP.

Многие метаболические реакции регулируются энергетическим зарядом. Метаболические пути, ведущие к синтезу АТР, ингибируются высоким энергетическим зарядом, тогда как пути использования АТР стимулируются высоким энергетическим зарядом.

Гликолиз и глюконеогенез регулируются реципрокно. Гликолиз и глюконеогенез координируются таким образом, что, когда активность одного из этих путей находится на относительно низком уровне, другой путь является высокоактивным. Фосфорилирование фруктозо-6-фосфата, стадии, лимитирующей скорость гликолиза, усиливается при низком энергетическом заряде клетки. Напротив, при высоком энергетическом заряде и избытке промежуточных продуктов цикла трикарбоновых кислот происходит гидролиз фруктозо-1,6-бисфосфата и стимулируется глюконеогенез. 

Яркий пример аллостерической регуляции – это регуляция фосфофруктокиназы, ключевого фермента гликолиза. Тетрамерный белок ингибируется высокими концентрациями АТР. АТР связывается не только в каталитическом центре фермента, но и в высокоспецифичном регуляторном, что усиливает аллостерический эффект. Активность фермента возрастает при снижении отношения [ATP] / [AMP]. 

Пируват карбоксилаза – фермент, катализирующий лимитирующую стадию глюконеогенеза (превращение пирувата в оксалоацетат), аллостерически активируется ацетил-СоА. Высокое содержание ацетил-СоА служит сигналом необходимости большего количества оксалоацетата. Оксалоацетат, продукт пируват карбоксилазной реакции, является одновременно и стехиометрическим промежуточным продуктом глюконеогенеза, и каталитическим промежуточным продуктом цикла трикарбоновых кислот. Если имеет место избыток АТР, оксалоацетат расходуется в процессе глюконеогенеза, при недостатке АТР – оксалоацетат включается в ЦТК, конденсируясь с ацетил-СоА. Таким образом, пируват карбоксилаза играет критическую роль в анаплеротической реакции ЦТК.

Некоторые регуляторные ферменты контролируются с помощью ковалентной модификации. Ниже приведены примеры наиболее часто встречающейся обратимой ковалентной модификации белков:
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Фосфорилирование регулирует активность гликоген фосфорилазы и гликоген синтазы, что подробно будет рассмотрено ниже. Присоединение АМР к тирозину ингибирует глутамин синтетазу. Метилирование кислых протеаз инактивирует ферменты. Эти ковалентные модификации катализируются особыми ферментами. Ковалентная модификация ключевых ферментов метаболизма – заключительная стадия каскада реакций, усиливающего сигнал. Благодаря этому метаболический путь может быстро включаться и выключаться под действием очень слабых сигналов, как это будет показано на примере стимулирующего влияния адреналина на расщепление гликогена.

Наглядным примером координированного контроля сложных метаболических путей с участием гормона, универсального регулятора (сАМР), нескольких ферментов, ковалентной модификации ключевого фермента является регуляция обмена гликогена – синтеза и распада гликогена в печени.

Реакция расщепления записывается в виде
Гликогенn + Pi   →   Глюкозо-1-фосфат + Гликогенn-1,

а синтеза в виде
Гликогенn-1 + UDP -Глюкоза   →   Гликогенn + UDP.

Первую реакцию катализирует гликоген фосфорилаза, а вторую – гликоген синтаза. Фосфорилаза скелетных мышц существует в двух взаимопревращающихся формах: активная фосфорилаза а и неактивная фосфорилаза b. Фосфорилаза b превращается в фосфорилазу а фосфорилированием Ser. Эта ковалентная модификация катализируется специфическим ферментом – киназой фосфорилазы, которая также активируется путем фосфорилирования. Протеинкиназа, катализирующая эту активацию, является компонентом системы гормон(цикло-АМР (сАМР), которая будет рассмотрена ниже.

Фосфорилирование синтазы и фосфорилазы гликогена регулируется каскадом реакций, приведенных ниже:
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Гликоген синтаза инактивируется при фосфорилировании специфического остатка Ser. Другими словами, фосфорилирование оказывает противоположно направленное действие на активности гликоген-синтазы и гликоген-фосфорилазы.

Рассмотрим, как запускается этот каскад гормоном (см. схему ниже). Адреналин связывается с плазматической мембраной мышечной клетки и активирует аденилат циклазу, катализирующую в мембране образование сАМР из АТР. сАМР аллостерически активирует протеинкиназу, которая затем фосфорилирует киназу фосфорилазы и гликоген синтазу. Фосфорилирование обоих ферментов лежит в основе координированной регуляции синтеза и расщепления гликогена. Оно приводит» к «включению» фосфорилазы и «выключению» гликоген синтазы. 
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Кроме рассмотренного регулятора сАМР, другие аденилаты – АМР, ADP и АТР, относятся к регуляторам биологических систем. Для протекания многих реакций, катализируемых ферментами, наиболее важными факторами является общее количество аденилатов и их соотношение. АМР, как и ADP в некоторых случаях, функционирует как положительный эффектор, стимулируя активность ферментов. Он является ключевым универсальным регулятором биоэнергетических процессов организма. АТР, как правило, ингибирует те же реакции, как это показано для гликолиза и ЦТК на схеме выше.

Регуляцию на уровне всего организма осуществляют две системы: нервная и гормональная. Специальные дифференцированные клетки и структуры несут контрольные функции – это нервные клетки и эндокринные железы. 

Нервная регуляция адресуется определенному рецептору и протекает очень быстро, однако она не может контролировать все клетки организма. Молекулярной основой этого типа регуляции является регуляция изменением концентрации ионов внутри и снаружи нервных клеток, нейронов, которые собственно и передают нервный импульс. Импульс передается к другой клетке с помощью нейромедиаторов, например ацетилхолина.

Гормоны являются молекулярной основой гормональной регуляции. Эндокринные железы – гипофиз, надпочечники, щитовидная и половые, участвуют в регуляции процессов метаболизма, а также роста, развития и размножения, вырабатывая гормоны – биологически активные вещества. Химическая природа гормонов – это белки, пептиды, производные аминокислот, стероиды, липиды. Гормоны могут достигать любых клеток организма, однако действуют лишь на специфично чувствительные к гормональному воздействию клетки. Гормональная регуляция протекает медленнее нервной, но действует на любые клетки организма при наличии соответствующего рецептора, с поверхностью которого связывается гормон (например, адреналин, активирующий аденилат циклазу). Это связывание и лежит в основе процесса гормональной регуляции.

Обе системы регуляции (нервная и гормональная) образуют своеобразную иерархию, но при этом всегда действует обратная связь. Центральная нервная система является старшей по сравнению с другими путями нервных связей и гормональных регуляций, так как она способна хранить информацию, передаваемую сигналами, в памяти, т. е. в специфических структурах глиальных клеток, и использовать эту информацию по мере надобности.

Обе регуляция связаны между собой на уровне гипоталамуса и гипофиза. Молекулярной основой этой связи являются относительно простые пептиды, называемые релизинг факторами.

Таким образом, гормональная система вместе с нервной системой обеспечивают деятельность организма как единого целого.
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