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Введение.
Данная работа посвящена теме ферментативного катализа и механизмам его регуляции в организме человека. Она рассматривается автором в качестве возможного пособия для спецкурса в профильных естественнонаучных подгруппах десятых классов.

Актуальность работы заключается в том, что теме ферментов в курсе биологии посвящено совсем немного времени (в учебном плане по биологии для профильных подгрупп десятых классов в 2009-10 уч.г. выделен только 1 час - так же, как и в курсе химии) и то лишь в рамках изучения белков, в качестве рассмотрения частного случая белковых молекул. Механизмы регуляции работы ферментов в курсе не рассматриваются.

Важность изучения ферментов легко доказуема. Человек представляет собой мультиферментную систему, исправная его работа обеспечивается точной ферментативной регуляцией. Кроме того, учеными из ГМЦ РАН не так давно было установлено, что, несмотря на кажущееся изобилие болезней, способных привести человека к смерти, фактической причиной летального исхода почти всегда является нарушение коагуляции (свертываемости крови). А функционирование системы свертываемости крови также регулируется работой ферментов.

Целью работы является написание пособия, в котором были бы доступно для учащихся изложены основы ферментативного катализа и его регуляции, и на наглядном примере показан некоторый вид регуляции. 
Задачи, поставленные для достижения цели:
· Изучение теоретических основ ферментативного катализа и рассмотрение биологических особенностей ферментов
· Раскрыть значение регуляции ферментативной активности и рассмотрение разновидностей ее механизмов

· Рассмотрение механизма работы фермента на конкретном примере
· создание презентации для использования на уроках. 

Проблема, поставленная перед написанием этой работы носит дидактический характер.
При написании работы, изучаемый объект был рассмотрен на разных уровнях приближения (молекулярном, клеточном, организменном), а также с точки зрения разных учебных дисциплин (физики, химии, биологии), что позволяет лучше понять и усвоить материал.

Основы ферментативного катализа.

Фермент – биокатализатор, обычно белкового происхождения, ускоряет реакции, происходящие в живых организмах.

Ферменты – важнейшая составляющая метаболизма человека. Если взять, к примеру, окисление глюкозы в организме как пример реакций энергетического обмена, то на каждом этапе (деполимеризации полисахаридов, форсфорилировании глюкозы, субстратном и окислительном фосфорилировании, цикле Кребса, электрон-транспортной цепи) ферменты катализируют ту или иную реакцию. Без них существование развитых живых организмов, вроде людей, было бы невозможно, т.к., даже на примере окисления глюкозы, человеку необходимо быстро получить много энергии в виде молекул АТФ, а без их участия многие реакции шли бы годами.

Общая (простейшая) схема действия фермента: 

E + S →ES→E +P
Где E – фермент, S- субстрат,  ES- фермент-субстратный комплекс,  P- продукт.
Когда в системе появляются молекулы фермента и субстрата, они сначала притягиваются друг к другу под действием электростатических сил.
Далее происходит процесс ориентации молекулы субстрата в активном центре фермента и процесс молекулярного узнавания. В зависимости от степени совпадения формы и  соответствия полярности активного центра и субстрата возникает большее или меньшее количество водородных связей, точек ван-дер-ваальсового притяжения, точечных ионных и гидрофобных взаимодействий, которые удерживают молекулу субстрата в активном центре фермента. Образуется фермент-субстратный комплекс. Потом фермент под действием молекулы субстрата и внешних условий меняет свою конформацию и, как следствие, форму активного центра. При этом создаются условия для изменения субстрата. В конце концов, образуется продукт и водородные связи разрушаются. Продукт удаляется из активного центра, а сам фермент постепенно возвращает свою изначальную конформацию, и вновь готов превращать  молекулы субстрата. (Рис. 1)
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Рис.1. Механизм фермент-субстратного взаимодействия
Свойства ферментов

Ферменты, по природе своей, белки, что обуславливает массу их свойств. Какими свойствами обладают белки?
1) Конформация и возможность ее изменения. Молекула белка вторичной, третичной или четвертичной структуры обладает сложной трехмерной структурой и способностью к изменению конформации за счет возможности вращения вокруг пептидных связей. Уникальность конформации определяется первичной структурой белка, а далее различают конформацию вторичной и третичной структур. Благодаря ей фермент может изменяться и менять субстрат. 
2) Мозаика зарядов на поверхности белка, в виду того, что он является амфотерным соединением, т.е. проявляет как кислотные (засчет наличия карбоксильной группы), так и основные (засчет аминогруппы) свойства.
3) Наличие первичной (аминокислотная последовательность, удерживается пептидными связями), вторичной (альфа- и бета-спираль, определяется водородными связями), третичной (фибриллярность и глобулярность, удерживается силами электростатического притяжения между R-группами, несущими противоположно заряженные ионогенные частицы; водородными связями между полярными (гидрофильными) R-группами; гидрофобные взаимодействия между неполярными (гидрофобными) R-группами; дисульфидными мостиками.) и четвертичной структур (протомеры, удерживаются ковалентными, нековалентными, ионными и гидрофобными взаимодействиями).

4) Хрупкость структур, ввиду чего белок можно разрушить (произвести денатурацию), подвергнув изменениям параметров среды (pH, температуры,).
Свойства ферментов (по Д. Тейлору, Н. Грину, У. Стауту):
1) Все они представляют собой глобулярные белки

2) Информация о них, как и о других белках, закодирована в молекулах ДНК

3) Их присутствие не влияет ни на природу, ни на свойства конечного продукта (продуктов) реакции., 
4) Ферменты действуют чрезвычайно эффективно, т.е. очень малое количество фермента вызывает превращение большого количества субстрата.. Без катализаторов реакции протекали бы во много раз медленнее.

5) Ферменты высокоспецифичны, т.е. один фермент катализирует обычно только одну реакцию. 

6) Катализируемая ферментом реакция обратима, один и тот же фермент катализирует как прямую, так и обратную реакцию.
7) Активность фермента меняется в зависимости от pH и температуры, а также от концентраций фермента и субстрата,
8) Ферменты, как катализаторы, снижают энергию активации катализируемой реакции.

9)  Существуют ферменты, которым для работы необходима энергия.
Теории  узнавания ферментом субстрата.
1. Версия Фишера (1890) – гипотеза «ключ-замок» 
Водородные связи сами по себе слабые, и только при большой схожести фермента и субстрата их образуется настолько много, что они удерживаются.
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Рис.2 Изображение фермент-субстратного взаимодействия по Фишеру
Фишер объяснял высокую специфичность ферментов особой формой молекулы фермента («замка»), точно соответствующей формы молекулы субстрата.(«ключу»). Образовывается комплекс,происходит реакция и продукты отделяются от фермента. А образовавшиеся молекулы уже не подходят по форме к активному центру молекулы фермента. А освободившийся фермент может принимать новые молекулы (рис.2).

2. Версия Кошланда (1959) – гипотеза индуцированного соответствия (новая интерпретация гипотезы «ключ-замок»).
На основе данных, позволяющих считать ферменты и их активные центры фзически более гибкими, чем это казалось вначале, Кошланд заключил, что субстрат, соединяясь с ферментом, вызывает какие-то измения в структуре его активного центра. Аминокислотные остатки, составляющие активный центр фермента, принимают определенную форму, которая дает возможность ферменту наиболее эффективным образом выполнять свою функцию. Подходящей аналогией в данном случае может служить перчатка, которая при надевании на руку соответствующим образом изменяет свою форму.

Механизмы фермент-субстратного взаимодействия
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Рис. 3

Активный центр молекулы химотрипсина
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Рис.4

Структурная формула молекулы серина
	На рисунке 3. представлен активный центр химотрипсина и молекулы субстрата внутри него. Активный центр в данном случае представляет собой нечто, вроде «кармана» в который может «спрятаться» субстрат. От кого? От молекул воды, взаимодействие с которыми понизит энтропию молекулы. А кроме того, ацильная часть молекулы образует водородную связь с Ser-214 из молекулы фермента. Радикал R (Phe, Tyr или Trp) является гидрофобным, поэтому взаимодействие происходит именно с серином, а не с водой.
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Рис. 5 Образование водородной связи между молекулой субстрата и остатком серина в активном центре химотрипсина


Регуляция ферментативной активности.
На работу ферментов влияет изменение следующих параметров:

1. Абсолютного количества присутствующего фермента, т.е. количество фермента. По закону действующих масс, скорость химической реакции прямо пропорциональна произведению концентраций реагентов и константы скорости химической реакции.  
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2. Пул реагентов (помимо фермента), т.е. количество других реагирующих веществ в системе. Т.е. катализирует ли фермент превращение одного вещества или нескольких, участвует в одно или нескольких метаболических путях и т.д. Изолированное превращение – наиболее выигрышное, т.к. фермент «занят» ускорением только одной реакции, а не нескольких, и может все свои силы бросить на нее.

3. Каталитической эффективности фермента, т.е. насколько быстро фермент способен превратить опреленное количество молекул субстрата.

4. Наличия кофакторов

E (неактивная форма) + Кофактор ↔E-Кофактор (активная форма).

E-Кофактор + S ↔ E-Кофактор-S ↔ E-Кофактор + P
5. pH (рис.6)
При умеренных изменениях pH влияет на ионное состояние фермента, сообщает ему больший заряд. При сильных изменениях молекула фермента будет претерпевать конформационные изменения, вследствие чего потеряет свою ферментативную активность. Помимо этого, т.к. фермент является белком, а следовательно, амфолитом, то при определенном значении pH достигнет своей изоэлектрической точки и потеряет свой электрический заряд.
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Рис.6. График зависимости эффективности работы ферменты от значения pH среды
6. Температуры
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Рис. 7 Зависимость каталитической активности α-химотрипсина от температуры
	При повышении температуры частицы приобретают большое количество энергии, вследсвтие чего «стокновения» между молекулами субстрата и фермента будут чаще и скорость реакции будет быстрее. При оптимальной температуре достигается максимальный «КПД» реакдии. При дальнейшнем нагревании фермент денатурирует, будучи белком, и потеряет свою ферментативную активностью.


Способы регуляции каталитической эффективности:

1. Аллостерическая регуляция
Подобный вид регуляции возможен для фермента, т.к. он является молекулой белковой структуры. Важнейшей характеристикой белка является его конформация, от нее его свойства зависят напрямую. Чтобы «угнести» фермент достаточно всего лишь изменить его форму. Соответственно, возможен вариант регуляции, когда некоторая молекула, присоединяясь к молекуле фермента способна менять его конформацию.

У ферментов, которые так регулируются, кроме активного центра (места, где фермент связывается со своим субстратом), существует аллостерический центр, где он связывается с определенными регуляторами. Связываясь с ферментом, они меняют его конформацию, угнетая или активируя его деятельность.

В простейшем метаболическом пути 
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Конечный продукт P является отрицательным аллостерическим эффектором для фермента, катализирующего реакцию. Подобный механизм называется регуляцией способом «отрицательной обратной связи». Т.е. чем больше P, тем меньше E. Подобная регуляция обеспечивает поддержание концентрации P в организме на постоянном уровне.

Более детально процесс проходит так:
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Рис. 7 Модель механизма аллостерической регуляции ферментативной активности
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Рис. 8 Модель изменения молекулы фермента под действием аллостерического ингибитора
2. Кооперативная регуляция.
Такой способ регуляции можно рассмотреть на примере гемоглобина. Он не является ферментом, однако очень ярко иллюстрирует данный вид регуляции.
Молекула гемоглобина представляет собой порфирин, состоящий из 4 субъединиц, прикрепленных к гему. Если в кровь добавить немного кислорода, пойдет связывание Hb↔HbO2 . Сначала процесс идет очень медленно, но после того как одна из субъединиц свяжется с кислородом, произойдет изменение пространственной структуры молекулы, за счет чего дальнейшее связывание пойдет гораздо быстрее.
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Рис. 9 Кооперативная регуляция
3. Синтез предшественника
Белки могут подвергаться различным химическим изменениям. Очень распростран ограниченный протеолиз белковых молекул. Многие пищеварительные ферменты синтезируются в форме длинных предшественников. Так, поджелудочная железа секретирует в просвет двенадцатиперстной кишки не активные ферменты трипсин и химотрипсин, а их предшественники – трипсиноген и химотрипсиноген. Трипсиноген длиннее трипсина на 6 аминокислотных остатков с N-конца. Фермент кишечника энтеропептидаза отщепляет этот лишний пептид и превращает неактивный трипсиноген в активный трипсин. 

Многие белковые гормоны также синтезируются в виде более длинных предшественников. Так, на рибосомах поджелудочной железы синтезируется предшественник гормона инсулина – проинсулин. Отщепление лишних аминокислот и образование зрелого инсулина происходит в секреторных пузырьках клеток поджелудочной железы. 

Ограниченный протеолиз играет важную роль в регуляции свертывания крови. Для образования кровяного сгустка необходимо, чтобы растворимый белок фибриноген превратился в нерастворимый фибрин. Этот процесс становится возможным после ограниченного протеолиза фибрина специальным ферментом – тромбином. Сам тромбин тоже образуется из неактивного предшественника – протромбина – с помощью ограниченного протеолиза. Активация свертывания крови – очень сложный процесс, включающий в себя целый каскад последовательно действующих протеаз. 

Запуск самой первой протеазы происходит при повреждении стенки кровеносного сосуда. Существует два механизма активации этого каскада реакций. При внутреннем механизме одна из неактивных протеаз вступает в контакт с белком соединительной ткани коллагеном (что возможно лишь при повреждении стенки сосуда), ее конформация меняется, она переходит в активную форму и запускает весь последующий каскад реакций. При внешнем механизме другая неактивная протеаза соединяется с одним из белков, освобождающимся из поврежденных клеток стенки кровеносного сосуда, и также переходит в активную форму. 

Другим распространенным видом ковалентной модификации является фосфорилирование белков – присоединение остатка фосфорной кислоты из молекулы АТФ к одному из аминокислотных остатков белковой глобулы. Целый ряд гормонов оказывают свое физиологическое действие через фосфорилирование соответствующих белков. Рассмотрим действие двух из них – адреналина и глюкагона. Оба гормона вызывают повышение концентрации глюкозы в крови. Эффективность их действия поразительна: одна молекула гормона вызывает выброс в кровь до 100 миллионов молекул глюкозы. 

Глюкоза запасается в клетках человека в виде полимера – гликогена (см. урок 3). Фермент гликогенфосфорилиза катализирует распад гликогена до глюкозо-6-фосфата, который затем превращается в глюкозу, а свободная глюкоза поступает в кровь. Самой медленной реакцией является первая, гликогенфосфорилазная, она и ограничивает скорость всего процесса. В спокойном состоянии потребность организма в глюкозе значительно меньше, чем при стрессе или интенсивной мышечной нагрузке, поэтому в норме фермент гликогенфосфорилаза малоактивен, а под действием адреналина и глюкагона резко активируется. 

На поверхности мембраны клеток печени, которые запасают гликоген, есть белки-рецепторы, способные связывать гормон. Каждому гормону соответствуют свои рецепторы. Связывание гормона с рецептором происходит за счет нековалентных взаимодействий (электростатических, водородных, гидрофобных). Как только адреналин свяжется с рецептором, конформация рецептора изменится, и он делается способным активировать особый мембранный фермент – аденилатциклазу. Рецептор, не связанный с гормоном, не может активировать этот фермент (на самом деле активация аденилатциклазы протекает гораздо сложнее, чем описано здесь). 

Фермент аденилатциклаза катализирует реакцию превращения АТФ в циклический аденозинмонофосфат (цАМФ) – важнейший внутриклеточный регулятор многих биохимических процессов. цАМФ путем диффузии идет в цитоплазму и аллостерически активирует специальный фермент протеинкиназу. Протеинкиназами называют ферменты, которые переносят остаток фосфата от АТФ на белок-мишень: Б–ОН + АТФ → Б–ОРО3Н– + АДФ, где Б – белок-мишень. В клетке имеется множество различных протеинкиназ, каждая из них специфически фосфорилирует только свои белки-субстраты и не действует на другие. Некоторые протеникиназы присоединяют фосфат к остаткам серина и треонина, другие же к остаткам тирозина. цАМФ активирует одну-единственную из них, которая так и называется: цАМФ-зависимая протеинкиназа; она фосфорилирует свои мишени по остаткам серина и треонина. 

Среди белков-мишеней цАМФ-зависимой протеинкиназы есть особый фермент – киназа фосфорилазы. В нефосфорилированном состоянии она неактивна, а в фосфорилированном – активна. Киназа фосфорилазы, как явствует из названия, сама фосфорилирует белок-мишень. Этой мишенью является фермент гликогенфосфорилаза. После фосфорилирования гликогенфосфорилаза переходит из малоактивной в высокоактивную форму, и расщепляет гликоген. [image: image12.jpg]Heaxrweran
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Рис.10 Каскад ферментативных реакций, направленных на расщепление гликогена
Большое усиление слабого гормонального сигнала достигается за счет многоступенчатости процесса, причем на каждой следующей стадии в работу каскада вовлекается все большее и большее количество белка.
(по интерактивному пособию «Биохимия», объединения Concord)
Глава 2. Химотрипсин. Механизм его работы и регуляции.
Для того, чтобы понять механизм работы ферментов, его можно рассмотреть на конкретном примере
Механизм работы α-химотрипсина

α-химотрипсин – фермент класса гидролаз, расщепляющий белки и пептиды; содержится в секрете поджелудочной железы животных и человека

Фермент очень активен (около 6000 оборотов (Розенгарт В.  Краткая Медицинская Энциклопедия // ."Советская Энциклопедия". 1989, М))  и синтезировать его в активной форме организму невыгодно и вредно, т.к. при неблагоприятных условиях он начнет расщеплять ткани организма (в данном случае, кишечника), т.к. они также содержать в своем составе белки. Соответственно, он синтезируется в виде неактивного предшественника – химотрипсиногена, который под действием фермента энтеропептидазы превращается в активный химотрипсин. Энтеропептидаза отщепляет с N-конца молекулы небольшой пептид, состоящий из 6 аминокислотных остатков: валина, 4 аспарагинов и лизина, после чего в молекуле фермента начинает формироваться активный центр под влиянием измененной конформации. 

Молекула химотрипсина. Активный центр. Взаимодействие с субстратом.

	
[image: image13]
Рис.N Активный центр и субстрат химотрипсина
	По рисунку видно, что активный центр химотрипсина сформирован остатками аспарагина, гистидина, глицина и 2 остатков серина.
Кроме того, пространственная структура молекулы такова, что в ней есть специальный гидрофобный карман, в который впоследствии попадает часть молекулы субстрата, содержащая бензольное кольцо. 


	
[image: image14]
	Далее образуется фермент-субстратный комплекс в результате взаимодействия молекул субстрата и фермента, называемого «молекулярным узнаванием». Образуется водородная связь между остатком гистидина и серина, в результате чего на кислороде образуется избыточная электронная плотность, которая смещается в сторону ацильной группы. Связь С=О сильно поляризуется и образуется водородная связь между ней и остатком серина.  


	
[image: image15]
	Молекула фермента становится очень нестабильной из-за избыточного заряда на атоме кислорода (он представляет собой сильную нуклеофильную частицу). Ввиду этого происходит восстановление карбонильной связи и разрушаются установившиеся связи кислорода с водородом. После этого электронная плотность со связи между аминогруппой и углеродом карбонильной группы и разрушается пептидная связь в молекуле субстрата. Происходит выделение первого продукта реакции. Его электронейтральность достигается в результате того, что остаток гистидина в молекуле фермента выступает в роли донора протонов.
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	Та часть молекулы субстрата, которая осталась в активном центре фермента связывается с остатком серина ацильной группой ковалентной связью. Этот процесс называется ацилированием и фермент считается ацилилированным.
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[image: image17]
	Далее необходимо, чтобы в сферу взаимодействия попала молекула воды. Происходит ее депротонирование вследствие взаимодействия с остатком гистидина в активном центре фермента. Образуется нуклеофильный гидроксид-ион, который атакует эфирную связь между ацильной группой молекулы субстрата и остатком серина. После чего присоединяется к атому углерода. Образуется новый промежуточный комплекс.



	
[image: image18]
	В результате смещения электронной плотности с карбонильной группы, между атомом кислорода ацильной группы и атомами водорода из остатка глицина и серина образуется слабая связь, кроме того, атом кислорода из присоединившегося гидроксид-иона образует связь  с атомом водорода из остатка гистидина. Образуется карбогидрат-ион. Протон из остатка гистидина смещается к остатку серина.


	
[image: image19]
	Неустойчивые связи между атомом углерода и кислорода из остатка серина разрушаются в связи с восстановлением последнего протоном. Происходит высвобождеие второго продукта ферментативной реакции и, в дальшейшем, регенерация фермента.


Более обобщенно процесс выглядит так, как показано на рисунке:
[image: image20.jpg]o 2
HecTabunbHeli
NPOMEXYToUHBI
9 .
RZ‘N’C\R‘
H

HecTabunsHei
ApoMEXyTOH
Kounnex:

O H-NON

3 At epuent

Ragy,

e

A~ HN/\N -

Aw epment

.

/\C,O H-NSN O~

o A epuaert




Приложение
Обзор практического пособия

Практическое пособие к работе представлено в виде презентации, с помощью которой возможно провести урок по теме данной работы, состоящей из 28 слайдов, а кроме того в мультимедийном приложении находится программа RasMol, необходимая для объемного просмотра белковых молекул, и файлы, содержащие модели молекул некоторых ферментов, для просмотра в ней. При использовании практического пособия необходимо использовать основной текст работы.

Термины, необходимые для изучения.

Активность фермента – способность фермента изменять определенное количество субстрата за единицу времени.

За единицу активности фермента считать такое количество фермента которое изменяет 1 мкмоль (1 моль = 106 мкмоль) субстрата за 1 мин при 25оС.
Активный центр – участок молекулы фермента, с которым связывается субстрат. За счет этой связи и происходит изменение субстрата.
Аллостерический ингибитор – ингибитор, вызывающий обратимые изменения в форме активного центра молекулы фермента, за счет чего последняя временно теряет свою активность.
Аллостерический фермент – фермент, действие которого «по определению» (аллос – иной, стереос – форма) связано с изменением формы.
Денатурация – потеря белками их естественных свойств (растворимости, гидрофильности и др.) вследствие нарушения пространственной структуры их молекул.

Изменение каталитической эффективности фермента – все изменения активности фермента, происходящие при его постоянном количестве в системе.
Изоэлектрическая точка (pI) — кислотность среды (pH), при которой определённая молекула или поверхность не несёт электрического заряда. Каждый белок обладает своим значением pI, и оно является константой.

Каталитическая эффективность  = удельная активность фермента – задается отношением активности фермента к его массе, вступившей в реакцию.

Количество оборотов - количество молекул субстрата измененных с помощью одной молекулы фермента за 1 секунду 

Компартментация – разделение метаболических процессов так, чтобы они происходили независимо друг от друга и не вмешивались в процессы, происходящие в каждом из них.

Константа скорости реакции – коэффициент пропорциональности, выражающий скорость химической реакции при концентрации реагирующих веществ, равной 1 моль\л.

Обновление ферментов – сочетание процессов синтеза и распада фермента.

Скорость реакции – изменение количества вещества одного из реагирующих веществ в единицу времени в единице реакционного объема.

Измеряется в молях на литр на секунду [моль\л∙с]

Субстрат- вещество, подвергающееся изменению со стороны фермента в ходе каталитического акта.

Фермент – биологический катализатор обычно белкового происхождения, осуществляющий биохимические реакции.

Энергия активации – энергия, необходимая для того, чтобы вещество встпуило в реакцию.

Заключение

В процессе написания работы предмет изучения был рассмотрен на разных уровнях приближения (клеточном, молекулярном, организменном) и с точки зрения разных научных дисциплин (физики, химии, биологии). Был подробно рассмотрен механизм работы и регуляции фермента А-химотрипсина, а также создано практическое учебное пособие в виде презентации. Кроме того, был сформирован список терминов, необходимых для освоения.
В работе рассмотрены общие механизмы регуляции ферментативной активности, а также сделаны выводы о целесообразности использования той или иной регуляции в разных случаях. Так, аллостерическая  регуляция используется в системах, в которых помимо ферментов существуют другие биологически активные вещества (БАВ), вроде гормонов и нейромедиаторов, которые при необходимости «включают» и «выключают» фермент. Синтез неактивного предшественника целесообразен в случае избыточной активности и ферментативной эффективности фермента, когда излишек активной формы может навредить жизнедеятельности самого организма. Кооперативная регуляция необходима в системах, где необходимо преодолеть некоторый порог концентрации субстрата, прежде чем фермент начинает работать.

Для лучшего освоения материала рекомендуется использовать программу RasMol для рассмотрения белковых молекул, их пространственной структуры, а также изучение специальных терминов, список которых помещен в конце работы.
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