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Реакции, катализируемые ферментами, включают, как правило, после-
довательное образование ряда промежуточных соединений (фермент-суб-
стратные комплексы, ковалентно образованные промежуточные соединения,
конформеры фермента или субстрата). В исследовании такого рода лабиль-
ных промежуточных соединений плодотворными оказались методы химиче-
ской кинетики. В предлагаемом обзоре обобщены кинетические закономер-
ности, наблюдаемые при протекании каталитических реакций с участием
лабильных промежуточных соединений в условиях предстационарного и
стационарного режима. Рассмотрена также релаксационная кинетика мно-
гостадийной каталитической реакции.

Исследование лабильных промежуточных соединений неразрывно свя-
зано с развитием методов «быстрой» кинетики. Поэтому в обзоре обсуж-
даются особенности и возможности применения для исследования фермен-
тативных реакций «струевых» методов, «флеш»-метода, метода «темпера-
турного скачка». Несколько более детально рассмотрены формально-кине-
тические проявления промежуточных соединений в реакциях наиболее
изученных к настоящему времени ферментов (α-химотрипсин, каталаза,
пероксидаза, рибонуклеаза, аспартатаминотрансфераза).
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I. ВВЕДЕНИЕ

Исследования в области каталитических реакций с участием биопо-
лимерных катализаторов привлекают все большее внимание со стороны
физико-органической химии 1·2. Это связано с тем, что познание движу-
щих сил ферментативного катализа должно привести к выяснению спе-
цифических механизмов, с помощью которых ферменты ускоряют хими-
ческие реакции. В итоге, использование принципов действия активных
центров, работающих в ферментах, могло бы облегчить решение пробле-
мы создания избирательных химических катализаторов с управляемыми
свойствами 3~5.

Благодаря усилиям ряда научных биохимических школ в исследова-
нии катализа ферментами за последнее десятилетие достигнуты значи-
тельные успехи 1 · 2 · 6 . Можно отметить два основных направления, по ко-
торым происходит развитие исследований в этой области: 1) изучение
структуры ферментов и строения их активных центров — здесь наиболее
ценную информацию дают рентгенографические исследования 7~9; 2) изу-
чение динамики ферментативного действия, то есть, исследование после-
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довательности превращений молекулы субстрата в активном центре
фермента, приводящей к образованию молекулы продукта. Настоящий
обзор в основном посвящен обсуждению достижений именно этого на- i
правления исследований ферментативных реакций. V

К фундаметальным представлениям ферментативного катализа отно-
сится положение о многоступенчатом характере превращения веществ
гюд действием белкового катализатора. Впервые на это указали Миха-
элис и Ментен 10, которые пришли к выводу, что механизм действия ин-
вертазы включает образование промежуточного фермент-субстратного
комплекса (комплекс Михаэлиса) *. Впоследствии детальное исследо-
вание других ферментативных систем подтвердило, что реакции с учас-
тием биологических катализаторов действительно включают последова-
тельное образование ряда промежуточных соединений (фермент-субст-
ратные нековалентные комплексы, ковалентно образованные промежу-
точные соединения, конформеры фермента или субстрата). Таким обра-
зом, изучение механизма действия ферментов сталкивается со специфи-
ческой задачей выяснения числа и природы промежуточных соединений
в реакции. Как правило, эти промежуточные соединения чрезвычайно
лабильны, и в редком случае удается выделить их в индивидуальном ви-
де \ В исследовании такого рода лабильных промежуточных соединений
весьма плодотворными оказались методы химической кинетики.

Цель настоящего обзора заключается в том, чтобы обобщить кине-
тические закономерности, наблюдаемые при протекании ферментативных
реакций, причем главное внимание будет уделено прежде всего кинети-
ческому проявлению промежуточных соединений как в переходной, так
и в стационарной фазе реакции. Для более детального ознакомления с f
методическими особенностями используемых кинетических методов сле-
дует обратиться к обзорам '· и~1 3.

Следует отметить, что некоторые формально-кинетические аспекты
исследования промежуточных соединений в ферментативном катализе
могут оказаться полезными и при анализе других классов реакций, так-
же протекающих с участием лабильных промежуточных соединений.

Рассмотрим кинетику многостадийной последовательной каталити-
ческой реакции. Простейший общий механизм реакции, протекающей на
активном центре фермента Ε с участием вещества S (субстрата) можно
записать в виде:

h k k(n+i)

Ε \- S ^ Xt . . . ^ Χι Φ ... Χη ^=^ Ε f Ρ (1)

где Х,(/=1, 2, 3 . . . η) — промежуточные соединения, Ρ — продукт реак-
ции и kh k_i—константы скорости прямой и обратной элементарной
стадии. Эта схема включает как мономолекулярные (ku ϊφ\, —(/7 + 1)),

так и бимолекулярные (k,, k~(n+l)) элементарные реакции. В соответ-
ствии с законами химической кинетики для каждого из п + 3 участников
реакции можно записать дифференциальное уравнение, описывающее
изменение концентрации вещества во времени. Из полученных п + 3 диф-

* Под термином «комплекс Михаэлиса» часто подразумевают первичный некова-
лентный комплекс фермента с субстратом. Это не совсем строго, поскольку «насыще-
ние», наблюдаемое на зависимости скорости реакции от концентрации субстрата, кото-
рое и указывает на сущестрование «комплекса Михаэлиса», может отражать наличие
в реакции любого другого, в том числе и ковалентно образованного промежуточного
соединения. В общем смысле термин «комплекс Михаэлиса» характеризует совокуп-
ность промежуточных соединений в ферментативном катализе.
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ференциальных уравнений лишь п + \ уравнение линейно независимо,
поскольку переменные значения концентраций компонентов связаны
двумя линейными алгебраическими уравнениями материального баланса:

[Е]о = [Е] + 2 [X,]
1=1

(2)

Таким образом, протекание во времени всех элементарных реакций схе-
мы (1) описывается системой (п + 1) дифференциальных уравнений типа
(3) и двух алгебраических уравнений (2):

(L·, + К) [X,] = kL [Ε] [S] -!- fe_2 [X2]
at

И Г V 1

± Ь {k.t + kt+1) [X(] - ki [Χ,-i] -I- fe_(/+1) [X/+1] (3)

[Х„] - fen [X,,.^ + fe_(a+1) [Ε]

Совместное решение системы уравнений (2) — (3) приводит к выраже-
ниям для всех компонентов реакции в виде функции от времени. Систе-
ма дифференциальных и алгебраических уравнений (2) — (3) представ-
ляет собой нелинейную (из-за наличия в ней членов второго порядка,
содержащих произведение переменных концентраций, &,[E][S] и
/г_(я+п [Е](Р]) систему уравнений с постоянными коэффициентами. Ее
решение может быть найдено путем численного интегрирования на циф-
ровой вычислительной машине14 или путем моделирования на аналого-
вой вычислительной машине15. Качественное исследование характера
переходных процессов при различных начальных условиях для фермен-
тативных реакций с участием промежуточных соединений дано в рабо-
те 16. Однако наибольший интерес с точки зрения сопоставления меха-
низма реакции с экспериментально получаемыми кинетическими резуль-
татами представляют возможности аналитического решения системы
(2) — (3). Эту задачу можно существенно упростить, если использовать
некоторые условия, которые позволяют превратить систему (2) — (3) в
линейную систему. В настоящее время при кинетическом анализе меха-
низма действия ферментов наибольшее развитие и применение нашли
следующие три подхода, которые основаны на предпосылках, упрощаю-
щих формально-кинетическое рассмотрение: а) кинетика реакций в пере-
ходной фазе или «предстационарная» кинетика; б) кинетика фермента-
тивного превращения в стационарном режиме; в) релаксационная кине-
тика. Ниже на примере реакции (1) детально рассматриваются эти
подходы и приложения их к исследованию механизмов реакций.
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II. ПЕРЕХОДНАЯ ФАЗА РЕАКЦИИ

1. «Предстационарная» кинетика ферментативной реакции

Нелинейную систему уравнений (2) — (3) можно упростить, если про-
водить бимолекулярные стадии реакции (1) в псевдомономолекулярном
режиме, то есть при большом избытке одного из реагентов. В этом слу-
чае изменениями концентрации этого реагента во времени можно пре-
небречь и, следовательно, бимолекулярные члены в дифференциальных
уравнениях (3) становятся линейно зависимыми лишь от переменной
концентрации одного из реагентов. Этот подход используют обычно для
аналитического рассмотрения так называемой «предстационарной»
кинетики.

Для реакции (1) при [S]0>[E]0 и небольшой глубине реакции
( [ Р ] ~ 0 формально эквивалентным является случай образования про-
дукта Ρ на необратимой стадии реакции, /г_(Т1+1) = 0) в условиях, когда
расходом субстрата можно пренебречь, [S]=(S]0, система уравнений
(2) —(3) принимает вид (5) — (4):

at

= *1[S0][E]4-fe_2[Xa]

U + ki+1) [Χ,] = k, [S]0[E] 4 *_2 [XJ

; l yt-n ι Kn
at

[E]o = [E] + 2 [Xi]
1 = 1

Существует несколько стандартных способов решения систем линей-
ных дифференциальных уравнений: приведение к одному линейному
дифференциальному уравнению более высокого порядка, метод преобра-
зований Лапласа и др.17. Решение такого рода систем дифференциаль-
ных уравнений при анализе кинетики сложных химических реакций опи-
сано в работах 18~22. Некоторые подходы к решению систем линейных
дифференциальных уравнений, описывающих протекание во времени
многостадийных ферментативных реакций, обсуждаются в рабо-
тах1 5 '2 3"2 6. В работах27-28 описано применение для этих целей теории
графов.

Общее решение системы уравнений (4) имеет вид:

1ХП] = ^А/!'( + В (6)

где λ,- представляют собой η однократных действительных корней соот-
ветствующего характеристического уравнения п-ого порядка. Величина
(—1/λ3) имеет размерность времени и представляет собой сложную
функцию элементарных констант скоростей реакции (1). Частные реше-
ния, описывающие изменения во времени концентраций каждого из про-
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межуточных соединений X;, можно получить из общего решения (6),
вводя начальные условия.

Зависимость концентрации продукта реакции от времени следует из
дифференциального уравнения (5), если подставить в него выражение
(6) и проинтегрировать:

[Р] = kn+12 Α ψ* -1)4- kn+lBt (7)

Уравнения (6) и (7) обобщают для случая η промежуточных соеди-
нений известные в литературе уравнения, полученные ранее при анализе
кинетики реакции, протекающей с участием одного (схема 8) 29~33 или
двух (схема 9) 1 5 · 3 4 промежуточных соединений

Ε + S = - Χ -^ Ε + Ρ (8)

Ε -и S ψΐ Χχ Α Χ Λ Ε + Ρ (9)

Остановимся более подробно на схеме (8). Зависимость концентра-'
ции промежуточного соединения X от времени дается уравнением (10)

χ

 fei [S]o [E]o (l—g-i/x) (10)

Графический вид функции (10) представлен на рис. \А. Из анализа
кривой можно определить величину характеристического времени τ (урав-
нение 11). Исследуя далее зависимость τ~ι от концентрации

x~L = k1[S]o + k.1-\-k2 (11)

субстрата можно найти константы скорости образования (/?,) и распада
(А_, + &2) промежуточного соединения.

В случае, если непосредственное экспериментальное наблюдение X
затруднено, информацию о наличии такого промежуточного соединения
в механизме реакции можно получить, исследуя кинетику образования
конечного продукта реакции. Концентрация продукта Ρ как функция
времени дается32 следующим уравнением:

гр, ___ ЫЕ1о [S], t , _ J j M E b [ S b _ ( -WSbrt.I+*,)/_

[S]o + Km ' MSlo + ft^+Αϊ

где Km= (k-! + k2)lk,. Кривая [Ρ] асимптотически приближается к пря-
мой с тангенсом угла наклона, равным стационарной скорости процесса
(рис. 1£, кривая а):

_Л*[Р]\ __ME]0[S10 . . „

\ dt /макс. [Sb + Km.

Для наблюдаемого периода индукции τ справедливо выражение (11).
Наличие индукционного периода на кривой продукт — время (при отсут-
ствии цепного или автокаталитического характера реакции) надежно
указывает на существование в реакции одного (или по крайней мере
одного, см. ниже) промежуточного соединения. Из анализа зависимостей

Ц—Чмакс и τ от концентраций фермента и субстрата можно определить
L dt I
константы скорости всех элементарных реакций.

Формально-кинетический анализ ферментативных реакций в предста-
ционарном режиме позволяет различить механизмы последовательного
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(Михаэлис — Ментен, схема (8)) и параллельного (Анри, схема (14))
образования фермент-субстратного комплекса

Ε + S ̂ ^ ES

EfS^P

(14)

Как известно, схема Анри35, которая предполагает образование нереак-
ционноспособного комплекса ES и бимолекулярную реакцию субстрата

Рис. 1 Рис. 2

Рис. 1. Кинетические закономерности протекания ферментативной реакции
О участием одного промежуточного соединения в предстационарном режиме.
А •— зависимость концентрации промежуточного соединения X от времени

для предстационгрнсго протекания реакции по механизму (8),
Б — Кинетическая кривая для случая предстационарного образования про-
дукта (а) по механизму Михаэлиса—Ментен (схема 8) или (б) по меха-

низму Анри (схема 14)

Рис. 2. Предстационарная кинетика образования промежуточных соедине-
ний и продуктов для трехстадийного механизма (16)

со свободным ферментом, приводит к уравнению стационарной скорости
для схемы Михаэлиса — Ментен (уравнение 13). Однако, согласно36,
кинетические закономерности реакций (10) и (14) существенно разли-
чаются в предстационарном режиме. Кривая продукт — время для реак-
ции (14) представлена на рис. \Б, кривая б. Как видно на рисунке, в
данном случае отсутствует период индукции и асимптотическая прямая,
которая соответствует условиям стационарного режима, отсекает на оси
абсцисс отрицательный отрезок, равный

X' = —
[SJ.

(15)

Различить механизмы (8) и (14) можно также при использовании мето-
дов релаксационной кинетики37.
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В приложении к механизму действия протеолитичеоких ферментов
детальное обсуждение в литературе нашла схема ферментативного пре-
вращения, учитывающая возможность образования двух промежуточных
соединений и двух продуктов реакции (схема 16)

E-hS А Хх -* Х2 — Ε + Р а (16)

На рис. 2 представлен графический вид функций [Х4], [Х2]. В аналитиче-
ском виде зависимость концентрации продукта P t от времени имеет38

вид (рис. 2):

[Рх] = ^ - / г -1— {eGt — 1) + -=—{eFt— 1) (17)

где R, Q, F, G, Μ, Ν — функции констант скоростей ku k-u k2, k3. Про-
водя анализ стационарной скорости реакции, а также величин τ, τ ' и π
от концентрации фермента и субстрата (см. рис. 2 и уравнения (18) —
(20)), авторы38 указывают на возможность определения всех элементар-
ных констант скоростей механизма (16).

т - ; Km^k'1 + k'1 (18)

τ'~

л = [Е]Л ^ ^ : ^ ^ Л (20)
[(̂ 2 + ^з)2 ([S]o -ι- Km)- ki (k2 + k3y- ([S]o + i(m)2 j

В качестве обобщения следует подчеркнуть одну важную особенность
кинетики многостадийной каталитической реакции типа (1), протекаю-
щей в предстацпонарном режиме. Как видно из уравнения (6) и (7),
функциональная зависимость от времени концентрации промежуточных
соединений реакции описывается суммой η экспоненциальных членов и
постоянной, в то время как концентрация конечного продукта дана сум-
мой η экспоненциальных членов (е /' —1) и линейным членом от време-
ни. Следовательно, число экспоненциальных членов в уравнениях (6) и
(7) соответствует числу промежуточных соединений в реакции (1) (ср. в
частности, механизмы (8), (16) и уравнения (10), (17)). Таким образом,
для реакции, протекающей через η промежуточных соединений, в идеаль-
ном случае можно получить на опыте набор η характеристических вре-
мен. Однако реально в эксперименте может наблюдаться меньшее число
экспоненциальных членов. Это связано прежде всего с методическими
особенностями регистрации кинетической кривой. При использовании
наиболее распространенного спектрофотометрического метода необхо-
димы заметные спектральные различия компонентов реакции (1). Кроме
того, существенные ограничения накладывает временная разрешающая
способность установки. Экспериментально определить характеристиче-
ское время можно лишь при условии, что оно превышает «мертвое» вре-
мя используемой аппаратуры. Эти ограничения приводят к тому, что
наблюдаемое на опыте число экспоненциальных членов позволяет оце-
нить лишь минимальное число промежуточных соединений, принимаю-
щих участие в реакции.

7 Успехи химии, № 5



842 И. В. Березин, С. Д. Варфоломеев и К. Мартинек

2. Экспериментальные методы

Кинетика предстационарного протекания ферментативных реакций
(в том приближении, в котором она была изложена выше, то есть при
условии избытка одного из реагентов и на небольшой глубине превра-
щения субстрата) была изучена, в основном, «струевыми» методами.
«Струевые» методы для измерения кинетики быстрых реакций в раство-
ре впервые использовали Хартридж и Роутон за~41 и позднее получили
развитие благодаря работам Чанса4 2"4 7. Наиболее широко используемый
в настоящее время метод «остановленной струи» в современном его виде
описан в работах4 8"5 3·1 8 1. Принципиальная особенность «струевых» мето-
д о в — быстрое смешивание растворов реагирующих веществ в специаль-
но сконструированной смесительной камере. Вопросу об эффективном
смешивании уделено много внимания11·54. Основной вывод, который был
сделан, заключается в том, что константы скорости, определенные при
помощи «струевой» аппаратуры, можно считать надежными лишь для
реакций с временами полупревращения более 0,2—1 мсек. «Мертвое»
время современных «струевых» установок составляет примерно 0,1 —
0,3 мсек™· 5 1 · 5 Г > . Тем не менее, разработка достаточно простой и удобной
аппаратуры привела к тому, что «струевые» методы (особенно метод
«остановленной струи») нашли широкое применение для изучения про-
межуточных соединений в ферментативных реакциях. В табл. 1 приве-
дены ферментативные системы, изученные «струевыми» методами.

Дальнейшее увеличение разрешающей способности аппаратуры для
исследования нестационарной кинетики дает использование в энзимоло-
гии метода импульсного фотолиза (флеш-метод) 109-112. В отличие от
«струевых» методов флеш-метод не требует быстрого смешивания реаген-
тов. При использовании светочувствительного пресубстрата, способного·
под действием света превращаться в субстрат, «мертвое» время метода
определяется двумя параметрами: 1) временем импульсной вспышки,
2) временем фотохимического образования субстрата 110. Ксеноновая им-
пульсная техника позволяет получать мощные импульсы света продол-
жительностью 10—100 мсек 113. Время вспышки может быть сокращено^
без уменьшения мощности при использовании лазерной техники111. Вре-
мя фотохимической реакции может быть достаточно коротким.

При использовании указанных выше методов наиболее детально изу-
чены каталаза, пероксидаза и сс-химотрипсин, и поэтому на механизмах:
действия этих ферментов ниже мы остановимся более подробно.

3. а-Химотрипсин

Протеолитический фермент а-химотрипсин катализирует гидролиз
пептидных связей, а также гидролиз сложноэфирных и амидных связей
модельных синтетических субстратов. Первым указанием на то, что в ме-
ханизме катализа α-химотрипсином на стадии образования основного·
продукта Р, (схема 16) образуется промежуточное соединение фермента
с кислотной частью субстрата послужило наблюдение Хартли и Кил-
би 1 1 4 · 1 1 5 , которые обнаружили, что выделение р-нитрофенола в реакции
гидролиза /0-нитрофенилацетата под действием α-химотрипсина протека-
ет в две стадии — вначале наблюдается быстрый «выброс» р-нитрофенола
в приблизительно стехиометрической концентрации по отношению к до-
бавленному ферменту, затем следует стационарная, более медленная ре-
акция дальнейшего гидролиза субстрата (критическое рассмотрение вы-
водов этого исследования дано в ' ) . Кинетика обеих фаз реакции тща-
тельно исследовалась методом «остановленной струи» в последующих
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ТАБЛИЦА 1

Фермент

Алкогольдегидрогенэза

α-Амилаза
Гидроксилаза
Глицеральдегидфосфатдегидрогеназа
Глутаматдегидрогеназа
Енолаза
Карбаматкиназа
Карбангидраза

Карбоксинептидаза А
Каталаза
Каталаза-Н2О2

Кс.антиноксидаза
Лактатдегидрогеназа
Оксидаза D-аминокислот
Папаин

Пероксидаза

Пероксидаза • Н2О2

Стафиллококковая нуклеаза
Трипсин

Триптофансинт етаза
Фицин

Химотрипсин

Цитохром С
Щелочная фосфатаза

Субстрат или эффектор

Ароматические альдегиды; р-Нитрозо-N,
N-диметила нилин

Бензальдегид, ацетальдегид
о-Нитрофенил-а-мальтсза
р-Оксибензойная кислота
НАД
Глутаминовая кислота
Взаимодействие субъединиц
Карбамилфосфат, АДР
Сульфонамиды
7п- +
N-Дансилированные пептиды
Перекись водорода
Перекись водорода, этиловый спирт
Ксантин, кислород
НАЛ, молочная кислота
β-Хлораланин
Нитрофениловые эфиры кбз-глицина
р-НитрофеНИЛОВЫЙ Эфир 7сбз-/*-ЛИЗИНа

Перекись водорода, этилгидроперекись,
метилгидроперекись

Аскорбиновая кислота, гидрохинон
Цитохром С
Ферроцианид
Изомеризация (рН-скачок)
Этиловый эфир М-бензоил-/.-аргинина
р-Нитроанилид-Ы-бензоил-/.-аргинина
р-Нитрофенилацетат
Структурные изменения
L-серин, индол, триптофан
Этиловый эфир М-ацетил-L-аргинина
р-Нитрофениловый эфир гиппуровой

кислоты
р-Нитрофениловый эфир кбз-£-лизина
р-Нитрофенилацетат
Метиловые и этиловые эфиры N-аце-

тилированных L-аминокислот
Амид Ы-фуроилакрилоил-1-триптофана
Метиловый эфир ^-фуроилакрилоил-Ь-

тг\иптлгЬ о и η
1 Urllll υψαηα

р-Нитрофеншгавые эфиры Ы-кбз-Ь-амн-
нокислот

Н-Фуроилакрилоил-£-триптофан (рН—
скачок)

Циклические сульфонаты
Профлавин
Сг2+
О-р-Фенилазофенилфосфоротиоат

Ссылки на
литературу

56

57
58-60

Р1

62
63

64,65
66
67

68,69
70
71

72
72,73

74
75—77

78
79
80

81
73
82
83
84

31,86
87
108
89
90

31,86
88

80
85.91—94
95-100

98
99

101.102

103

104
105
106
107

работах8 5·9 '"9 4. Оказалось, что кинетическая кривая выделения р-нитро-
фенола в этой реакции описывается уравнением (17) в предположении,
что ki[S]0^>k2, k3. В этом случае зависимость [Pi] от времени приобрета-
ет 91 более простой вид:

е- и ), (21)

' М " • (22)
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[S]p
[Е]„

*»[S]0

k =

(23)

(24)

Действительно, при [S]»»^™ и &2»,&3 имеем В = [£]<,, и, следовательно,
начальный «выброс» р-нитрофенола соответствует исходной концентра-
ции фермента (рис. 3) *. Эти результаты позволили установить наличие

Рис. 3. Кинетика образования
р-нитрофенола в реакции гид-
ролиза р-нитрофенилацетата,
катализируемой а-химотрипси-
ном 115. Концентрация фермен-
та в случае а в два раза мень-

ше, чем в случае б

Ζ 8 10 мин

в реакции промежуточного соединения Х2 (ацилфермент), которое, как
было показано впоследствии, представляет собой эфир гидроксильной
группы серина-195, входящего в активный центр фермента, и ацильной
части субстрата l"· u s **.

Кинетика ацилирования активного центра ct-химотрипсина р-нитро-
фениловым эфиром 4-нитро-хранс-коричной кислоты была изучена в ра-
боте и о методом импульсного фотолиза при использовании в качестве
светочувствительного пресубстрата цис-изомера эфира. Стерические осо-
бенности строения активного центра фермента приводят к тому, что ре-
акционная способность транс-стереоизомеров субстратов производных
β-арилакриловых кислот в 103—104 раз выше, чем соответствующих цис-
изомеров (трамс-специфичность) 123. При действии импульса света на ра-
створ α-химотрипсина с р-нитрофениловым эфиром 4-нитро-цис-корич-
ной кислоты образуется высокореакционноспособный транс-стереоизо-
мер, который ацилирует активный центр фермента. Кинетику реакции
изучали спектрофотометрически по выделению р-нитрофенола.

р-Нитрофенилацстат и другие субстраты, использованные в описан-
ных выше работах, являются малореакционными («неспецифическими»)
субстратами α-химотрипсина. Гутфрэйнд и Стэртевант 9 1 · 9 2 предположи-
ли, что катализ химотрипсином специфических эфирных субстратов,
производных α-Ν-ацилзамещенных L-аминокислот, протекает по тому
же механизму (16), что и гидролиз р-нитрофенилацетата. Доказательст-

1 ву этого предположения было уделено особое внимание96"100.

* На этом принципе основаны современные методы определения концентрации
активных центров многих ферментов l l s .

** Некоторые ацилферменты, стабильные в условиях низких значений рН, были
выделены в индивидуальном виде (ацетилхимотрипсин117, гомологический ряд ацил-
ферментов, образованных алифатическими карбоновыми кислотами от Ci до С7119, цис-
и т/ганс-изомеры циннамоилхимотрипсина 12°-122 и др.).
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Указание на образование ацилфермента при гидролизе этилового
эфира Ы-фурилакрилоил-^-тирозина следует из того факта, что выделе-
ние спирта опережает (как и в случае р-нитрофенилацетата) образова-
ние стационарной концентрации промежуточного соединения95. Прямое
кинетическое подтверждение образования промежуточных соединений
X, и Х2 в катализе гидролиза эфиров N-ацилированных L-аминокислот
получено в работах 98· 124. В последнем случае при анализе кинетики ре-
акции на длинах волн поглощения промежуточных соединений («290 нм)
было обнаружено, что кинетическая кривая описывается суммой, по
крайней мере, двух экспоненциальных членов. Согласно уравнению (6)

Рис. 4. Предстационарная кине-
тика гидролиза метилового
эфира М-ацетил-/.-фенилалани-
на, исследованная методом «ос-
тановленной струи» 98: а — из-
менения оптической плотности
при смешивании 3,7· 10~5 Μ
α-химотрипсина и 1,7· 10~2 Μ
субстрата при рН 3,2; б — рН
раствора, полученного в опыте
(а), поднимали от 3,2 до 5,7

30 iff fl 30 сел

это указывает на участие в механизме реакции, по крайней мере, двух
промежуточных соединений. Так, при смешивании раствора а-химотрип-
сина с метиловым эфиром Ы-ацетил-Ь-фенилаланина наблюдается быст-
рое, кинетически не разрешенное спектральное изменение (со временем
полупревращения меньше 3 мсек, которое указывает, по-видимому, на
образование первичного фермент-субстратного комплекса (Χι); далее
следует медленная кинетика образования ацилфермента (рис. 4, кри-
вая а). В стационарной фазе реакции, в условиях, когда расходом субст-
рата можно пренебречь, концентрация ацилфермента сохраняется по-
стоянной; в конечном итоге расход субстрата приводит к исчезновению
в растворе промежуточных соединений (рис. 4, кривая б), Ана-
логичная картина имеет место при химотрипсиновом гидролизе других
специфических эфирных субстратов — метиловых эфиров Ы-ацетил-L-
тирозина, Ы-ацетил-£-триптофана, Ы-ацетил-Ь-лейцина, этилового эфи-
ра Ы-ацетил-Ь-тирозина. Из анализа кинетической кривой ацилирования
для всех этих субстратов были определены в соответствии с уравнением
(24) константы скорости образования (k2) и гидролиза (k3) ацилфер-

ментов
Как показано в работах в механизме гидролиза амидов стадия

образования ацилферментов лимитирует скорость процесса (k2<^k3). Для
этого класса субстратов удалось получить более детализированную кар-
тину образования фермент-субстратного комплекса X,. С использовани-
ем комбинированной установки «остановленная струя — температурный
скачок» (см. ниже) показано98, что в реакции гидролиза амида N-фуро-
илакрилоил-£-триптофана образование реакционноспособного фермент-
субстратного комплекса протекает через стадию метастабильного про-
межуточного соединения:

1,5 сек- 1

Ε + S •«
ίο1сек*1

ES Ϊ = ± ES' -> Ε 4- Ρ (25)
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Из анализа кинетической кривой, описываемой суммой двух экспонен-
циальных членов, были определены константы скорости образования пер-
вичного комплекса ES и конформационного изменения E S ^ E S ' (cxe-
ма25).

Конформационная подвижность активного центра а-химотрипсина
была кинетически обнаружена при анализе взаимодействия акридиново-
го красителя профлавина с активным центром фермента. Проведенный в
работе i 0 5 анализ кинетики комплексообразования показывает, что ак-
тивный центр фермента в растворе существует в виде двух конформаций,
которые способны с существенно различными скоростями связывать кра-
ситель. Соотношение концентраций конформеров зависит от рН среды.

Рис. 5. Осциллограмма изменений пропускания после
импульсного облучения раствора 4-нитро-г<ис-цин-
намо'илхимотрипсина (0,1 Μ КО, 0,01 Μ ΚΗ2ΡΟ4, 25°,
рН 8,8). Горизонтальными линиями отмечены 0 и
100% пропускания, развертка 0,25 сек. на большое

деление 109

На стадии гидролиза ацилфермента конформационное изменение ак-
тивного центра зарегистрировано в реакции гидролиза п-питро-транс-
циннамоилхимотрипсина, индуцированной импульсным облучением
Чис-стереоизомера 109. При импульсном облучении раствора ацилфермен-
та (р-нитро-цыс-циннамоилхимотрипсина) на длинах волн поглощения
циннамоильного хромофора (320—360 нм) изменение оптической плотно-
сти складывается из трех кинетически разрешенных процессов (рис. 5).
Механизм реакции включает три стадии и описывается схемой (26)

г̂ ас-ЕА ^ t пгран:-ЕА' ->-, транс-ЕА ->- Ε -f P (26)

Проведенный спектофотометрический анализ и анализ рН-зависи-
мости показали, что первой быстрой стадией процесса является фотохи-
мическая цис-транс-изомеризация циннамоильной группы в активном
центре фермента, в то время как медленная завершающая стадия реак-
ции представляет собой гидролиз образовавшегося транс-изомера. Наб-
людаемый на кинетической кривой выделения транс'-нитрокоричной кис-
лоты период индукции (стадия транс-ЕА'-^транс-ЕА) связан, по-види-
мому, со специфическими конформационными изменениями активного
центра, приводящими к образованию каталитически активной структу-
ры активного центра.

Таким образом, проведенный к настоящему времени детальный кине-
тический анализ реакций, катализируемых α-химотрипсином, показыва-
ет, что в механизме действия фермента участвуют лабильные промежу-
точные соединения, которые представляют собой как ковалентнообразо-
ванные соединения (ацилфермент), так и нековалентные комплексы и
конформеры фермента.

4. Каталаза и пероксидаза

Спектры поглощения в видимой области комплексов гемсодержащих
ферментов каталазы и пероксидазы с перекисью водорода и органичес-
кими перекисями существенно отличаются от спектров поглощения ис-
ходных ферментов. Это позволило Чансу кинетически проследить непо-
средственно за образованием и расходом этих лабильных промежуточ-
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ных соединений методами «ускоренной» и «остановленной струи» с ис-
пользованием высокочувствительной спектрофотометрической аппарату-
ры 72· • " • 8 1 · 8 2 .

При быстром смешивании растворов каталазы с перекисью водорода
была зарегистрирована кинетика образования комплексов каталаза—•
перекись водорода, каталаза — органические перекиси и более медлен-
ная кинетика его исчезновения в результате расхода перекисного соеди-
нения (рис. 6). Скорость исчезновения комплекса увеличивается в при-

Рис. 6. Изменение кон-
центрации комплекса пе-
роксидаза •— перекись во-
дорода при смешивании
1,0-10~6 пероксидазы и
4,0-ΙΟ-6· Μ Η2Ο2 (рН

4,0) 126

сутствии субстратов-доноров электронов (для этой цели были использо-
ваны алифатические спирты и гликоли) i 2 5 · 1 2 S . Эти результаты позволили
представить механизм пероксидазного действия каталазы, который
включает стадию образования промежуточного фермент-субстратного
соединения и стадию бимолекулярного взаимодействия этого соединения
с молекулой донора АН2 (схема 27).

ρ ' С —'-> ρ с . :_>. ρ ι ρ Ι07\
С -ρ- О ч- Е- О ,А1ГС С -\- Г \Δ Ι )

Формально-кинетическое описание двухсубстратной реакции с одним
промежуточным соединением обсуждается в работах3 2·1 2 5^1 2 7. При усло-
вии, что концентрация второго субстрата практически не изменяется в
процессе реакции ([АН2] >•([£]„, [S]o) кинетику реакции (27) описывает
система уравнений (28—29):

(28)

= kx ([E]o - [ES]) [S] - (й_х -|- k.2 [AH2]0) [ES] (29)

Константа скорости kt была определена 125 в соответствии с уравнением
(29) из начальной скорости образования промежуточного соединения в
условиях небольшой глубины образования комплекса (уравнение (30))

к 1 ([E]0-[ES])[S]. dt
Суммирование уравнений (28) и (29) приводит к соотношению (31):

(31)

Интегрирование этого соотношения при условии полного расхода проме-
_жуточного соединения и субстрата (t=0, [S]=i[S] 0 , [ E S ] = 0 ; t-^-oo,
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[S] = 0 ; [ES] = 0 ) дает уравнение (32), которое позволяет найти величи-
00

ну константы скорости k2 (схема 27). Интеграл \ [ES]dt численно L

определяли по площади, которую

[S]o ;

(32)

[АН2]0 · J [ES] dt

ограничивает кинетическая кривая образования и расхода фермент-суб-
стратного комплекса (рис. 4). Реакция взаимодействия комплекса ES с
донорной молекулой является бимолекулярной, а не идет через образо-
вание тройного комплекса фермент — перекись — молекула донора129.
Так, для системы каталаза — метилгидроперекись — метанол было най-
дено, что определяемая величина k2 не зависит от концентрации метано-
ла (0,2—0,08 М).

Согласно Чансу125, механизм каталазного действия каталазы сущест-
венно не отличается от механизма пероксидазного действия этого фер-
мента. В качестве донорной молекулы в этом случае выступает вторая
молекула перекиси водорода (схема 33)

E + S = ES -r | f->E^P (33>

Механизм катализа пероксидазой более сложен, чем механизмы ре-
акций каталазы. Для этого фермента характерно соизмеримое по скоро-
стям образование двух спектрально различных комплексов с перекисью
водорода. Комплекс I образуется сразу при добавлении Н2О2; это не-
стойкое соединение зеленого цвета быстро превращается в красный ком-
плекс II. Превращение комплекса I в комплекс II происходит быстрее в
присутствии донора водорода. Общая схема процесса, составленная на
основе измерений быстрой кинетики, имеет следующий вид 125· 130:

h , tts poll k,

Ε + H2O, —г2 ES1 ( Щ ) \ Ь 6 ( и д " Е (34)

2ΑΗ' -* A + ΑΗ2

III. СТАЦИОНАРНАЯ ФАЗА РЕАКЦИИ

1. Многостадийные каталитические реакции

Кинетическое описание реакции (1) можно существенно упростить в
условиях ее стационарного протекания. На опыте стационарный режим
устанавливается, как правило, после некоторого промежутка времени с
начала реакции. Это следует из уравнений (6) и (7), поскольку при до-
статочно больших значениях t концентрация промежуточных соединений
достигает постоянных (стационарных) значений, равных

[Χι,]*-*» = В (35)
и концентрация продукта линейно возрастает во времени:

[РЬоо - kn+1 в t - kn+, 2 A - (36>
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при условии, что расходом субстрата в начальный период реакции мож-
но практически пренебречь.

Анализ условий, ограничивающих справедливость использования
уравнений стационарной кинетики для исследования механизмов фермен-
тативных реакций, дан в 15· 1 3 1 · 1 3 2 ; в том случае, если скорость изменения
концентрации промежуточных соединений X,· много меньше скорости из-
менения концентрации продуктов реакции или исходных веществ, каж-
дую из производных концентраций промежуточных соединений можно
приравнять нулю, d[Xt]/dt=Q (см. систему уравнений (3)). В итоге, за-
дача сводится к совместному решению системы п + 2 алгебраических
уравнений и одного дифференциального уоавнения. Решение такого рода
системы уравнений приведено в 133-136. Для стационарной скорости реак-
ции имеем в данном случае обычное уравнение Михаэлиса для обрати-
мых реакций:

1/ч Vp

- — - [ S ] o — - - [Р]о

^ *S Кр

1 -У [S]o/tfs "l· [
pWKp

в котором, однако, входящие параметры, максимальные скорости l7

s, 1Л,
и константы Михаэлиса Ks, Kv — это функции констант скоростей эле-
ментарных стадий. Выражение этих величин через константы скоростей
кинетической схемы (1) приведено в13".

Развитию теории стационарной кинетики и ее практическому приме-
нению к исследованию конкретных механизмов ферментативных реак-
ций посвящено много работ15· 131~145. Необходимо, однако, отметить, что
изучение стационарной кинетики ферментативной реакции имеет весьма
ограниченное значение для понимания многостадийного механизма
действия ферментов. Это связано прежде всего с тем, что в общем слу-
чае, без привлечения других дополнительных данных невозможно одно-
значно приписать экспериментально определяемые значения констант
скоростей элементарным химическим стадиям, поскольку из зависимо-
сти скорости процесса от начальных концентраций S и Ρ можно опреде-
лить лишь четыре кинетических параметра Ks, Кг и Vs, VT, в то время
как число констант скоростей элементарных реакций процесса (1) равно
2(п+\). Очевидно, что при га>1 определение всех элементарных конс-
тант реакции (1) становится невозможным.

Тем не менее, на основании стационарной кинетики можно опреде-
лить нижние пределы констант скоростей элементарных стадий. Это
связано с тем, что параметры стационарной кинетики определяет лими-
тирующая стадия. Нижний предел константы скорости любой мономоле-
кулярной стадии в прямом направлении реакции (1) дается133 выра-
жением:

ki+1>~; ίφΟ (38)
L t-oj

Для обратной реакции аналогично имеем

k-i>~; ιφη l· 1 (39)
I t Jo

Полученные выражения позволяют проанализировать данные по стацио-
нарной кинетике ферментативных реакций и оценить скорости наиболее
медленных стадий. Для этой цели в табл. 2 приведены значения VMiK<.J[E]a

для ряда ферментативных систем 12.
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ТАБЛИЦА 2

Фермент

Ацетил холинэсгера за
Химотрипсин
Трипсин
Рибонуклеаза
Папайи
Карбоксипептицаза
Миозин-АТФ-аза

Умакс/Ио,
сек-1

Ю3

102—Ю3

10 2 —10 я

102

10
Ю2

102

Фермент

Киназа
Уреаза
Фумараза
Альдолаза
Дегидрогеназа
Каталаза
Пероксидаза

^„акс/[Е]о.
сек-1

103

10*
103

ю2

103

Ю7

10

Данные, приведенные в табл. 2, характеризуют эффективность фер-
ментативного катализа. Как видно из этой таблицы, для большинства
•ферментов константы скорости лимитирующих процессов мономолеку-
лярного превращения промежуточных соединений лежат в интервале
102— 103сек-'.

Нижние пределы констант скорости можно определить 133 также и для
бимолекулярных стадий реакции (1), kt и &_(п+1). Они соответственно
равны:

I/ I Т/

(40)
[Е]„-

(41)

Анализ предельных значений констант скоростей ряда конкретных
•ферментативных реакций проделан в работах12·133. Результаты этого
анализа приведены в табл. 3. Для некоторых реакций (фумараза) мини-

ТАБЛИЦА з

Фермент

β-Амилаза
Ургаза
АТФ-аза
Цитохром-Су редукта за
Аце гилхолинэс тераза
Фумараза

Субстрат

Амилоза
Мочевина
АТФ
Цитохром С
Ацетилхолин
Фумаровая кислота
/.-малоновая кислота
Фумаровая кислота в от-

сутствие ионной силы

Минимальное значение
*!, м-1 сек-1

5,8-10'
5,0-Ю6

8-106
9-10'

Ю9

0,5-108
1,6-10»

3-Ю1"

мальное значение бимолекулярной константы скорости ky приближается
к пределу, предсказанному теорией реакций, контролируемых диффузи-
ей реагентов.

Помимо оценки нижних пределов реакционной способности промежу-
точных соединений, изучение стационарной кинетики может быть полез-
ным также и для получения более детальных сведений об их свойствах.
При этом, однако, механизм реакции должен быть достаточно хорошо
известным. В качестве примера рассмотрим некоторые итоги исследова-
ния катализа а-химотрипсином.
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2. Изучение ацилферментного промежуточного соединения
в катализе α-химотрипсином методами стационарной кинетики

В результате исследования предстационарной кинетики реакций,
катализируемых α-химотрипсином, было установлено, что механизм
катализа включает стадии образования и гидролиза промежуточного
ацилфермента (схема 16). Стационарная скорость такой реакции описы-
вается 146 следующим уравнением:

ν -= W t E U S ] ° (42)
т̂(каж.) + tSb

где

/гкат. = k%k3]kz j - k3 (43)

Кт(каж.) = Ksh/k, + k.2; Ks - Й " ' + 2 (44)
kl

Из уравнений (42—44) видно, что определяемые на опыте параметры
&кат. и Кт(ка-.к.)—это сложные функции констант скоростей обеих химиче-
ских стадий ферментативного процесса. Следовательно, при соизмери-
мых значениях величин &2 и ks определяемые параметры не характери-
зуют реакционную способность какого-либо индивидуального промежу-
точного соединения. Тем не менее в настоящее время из данных стацио-
нарной кинетики удалось получить богатый экспериментальный мате-
риал, описывающий реакционную способность как фермент-субстратного
комплекса, так и промежуточного ацилфермента. Помимо некоторых
косвенных методов146 для анализа реакционной способности в катализе
α-химотрипсином использовались два основных подхода.

а. Исследование субстратов с известной лимитирующей стадией

Из данных по стационарной кинетике (&кат., Кт (11аж.)) можно опреде-
лить константу скорости лимитирующей стадии лишь в том случае, когда
реакционные способности промежуточных частиц ES и ЕА различаются
достаточно сильно. Это видно из уравнений (42—44), откуда при kz^k3

следует, что:
&кат. = &з". Кт(каж.) = Ksk3/k2 (45)

При /г3̂ >/г2 справедливы другие соотношения:

&кат. = &2, Кт(каж.) = Ks (46)

Этот подход был использован147"150 при анализе взаимосвязи между
структурой и реакционной способностью (k3) ацилферментных проме-
жуточных соединений, образующихся при гидролизе р-нитрофениловых
эфиров алифатических карбоновых кислот (С)—С 7).

б. Определение элементарных констант путем селективного
воздействия на скорость отдельных стадий ферментативной реакции

Использование этого метода рассмотрено на примере реакции с од-
ним промежуточным соединением 151-153. Для случая трехстадийного ме-
ханизма каталитической реакции (16) данный подход анализировался
в работах154"161..Так, в приложении к α-химотрипсину для этой цели
было использовано явление обратимого ингибирующего влияния катио-
нов тяжелых металлов на стадию ацилирования (k2) фермента 1 6 2-1 6 5 или
же влияние на ту же стадию реакции ионной силы раствора 155.
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На рис. 7 в качестве примера приведены данные по влиянию ионной
силы раствора на стационарный гидролиз этилового эфира N-6CH3OH«I-L-
тирозина под действием α-химотрипсина. Согласно155 абсцисса точки пе-
ресечения дает значение— l/Ks, ордината — ljk3.

Однако наибольшего развития и последовательного применения в
реакциях с участием переноса ацильной группы нашел метод конкури-

Рис. 7. Зависимость начальной
стационарной скорости а-химо-
триптического гидролиза этило-
вого эфира М-бензоил-£-тирози-
на от ионной силы (КС1 моль/л):
а — 0,-1; 6 — 0,2; в —0,5; г —
1,0; рН 7,8 (рН-стат), 25°,

6 об.% ацетонитрила 165

рующих реакций, основанный на конкуренции между водой и добавлен-
ным нуклеофильным реагентом за реакцию с ацилферментом 1 5 β - ' Γ ι 9 · 1 G 6 ,

E - j - S ^ ^ ES- EA —

Pi

(47)

UN] ~* E

В соответствии со схемой (47) экспериментально определяемые пара-
метры связаны с концентрацией добавленного нуклеофила следующими
соотношениями:

и k2 (k3 + 64 [Ν])

kt [N]
(48)

(49)

h l· k3 + k, [N]
(50)

где &KaT.(i), ^кат.(2)—определяемые из уравнения (42) кинетические пара-
метры при анализе стационарной скорости реакции по образованию про-
дуктов Р! и Р2, соответственно. Анализируя зависимости &кат. и К,„ (каш.)
от концентрации добавленного нуклеофила в соответствии с уравнения-
ми (48—50) можно определить раздельно константы скоростей стадий
ацилирования и гидролиза ацилферментов, а также константу равнове-
сия Ks-

К недостаткам этой методики следует отнести неопределенность в ме-
ханизме влияния нуклеофила на ацилфермент, а также необходимость
учитывать ингибирующий эффект добавленного нуклеофила 158.

При исследовании реакционной способности промежуточных ацил-
ферментов этот подход нашел последовательное применение в рабо-
т а х 158,159 с использованием 1,4-бутандиола в качестве добавленного ну-
клеофила. В работе159 определены константы скорости образования и
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гидролиза гомологического ряда ацилферментов, образованных N-аци-
лированными производными L-аминокислот. Полученные результаты
позволили сделать определенные выводы о структуре активного центра
Ά механизме специфичности α-химотрипсина 1 4 7 · 1 е о .

IV. МЕТОДЫ РЕЛАКСАЦИОННОЙ КИНЕТИКИ

1. Многостадийные каталитические реакции

Релаксационные методы исследования кинетики химических реакций
основаны на том принципе, что при быстром внешнем воздействии на
систему (изменение температуры, давления, электрического поля) время,
которое нужно системе для достижения нового равновесного (или ста-
ционарного) состояния, зависит от скорости химической реакции (или,
иногда, от скорости диффузии реагентов). Переход системы к новым
равновесным концентрациям реагентов называют «химической релакса-
цией» "". Внешнее влияние, возмущающее систему, может быть как од-
нократным (скачок температуры, давления, электрический импульс), так
и периодическим (поглощение ультразвука). Разрешающая способность
релаксационных методов находится в пределах от 10~5 сек. (температур-
ный скачок) до 10~10 сек. (поглощение ультразвука) и ~ 1 3 · 2 в .

Формально-кинетические аспекты анализа релаксационной кинетики
сложных химических реакций рассмотрены в работах 1 2 ' 2 6 · 1 6 8 · 1 8 2 .

1+2

(51)

Релаксационную кинетику ферментативной реакции, протекающей
через η промежуточных соединений (реакция 1), анализировали Хаммес
и Альберти 169, а также Эйген и Хаммес12. Для системы, находящейся в
состоянии равновесия, концентрации всех веществ постоянны и, соответ-
ственно, равны [Е], [S], [Χι]...[Χη], \Ρ]. Т1ри быстром-внешнем воздействии
концентрации реагентов примут ^о^ые значения, соответствующие ново-
му равновесию. Текущую концентрацию каждог<х*из компонентов можно
записать в следующем виде: (1Ё]+А[Е]), ([S]+A[S]), ([Х1])+Д[Х1])...([Х„+
+ Δ(Χη]), ([Ρ] + Δ[Ρ]), где знаком Δ обозначены изменения концентраций
реагентов. Для того, чтобы найти функциональную зависимость концент-
рации каждого из компонентов реакции от времени, необходимо решить
систему уравнений (2—3). Эта система уравнений будет линейной, если
смещение равновесия невелико. Действительно, в этом случае бимолеку-
лярные члены &i[E][S] и &(n+i)'[E][P], которые приводят к нелинейности
системы, можно представить в виде &!([S]+A[S]) ([E] + A[E] = &i([E][S]-t-
+ [E]AtS]++[S]AtE] + A[S]A[E]) и, соответственно, А(п+1) {[Щ[Р] +
+ [Ε]Δ[Ρ]+[Ρ]Δ[Ε] + Δ[Ρ]Δ[Ε]). При малом смещении равновесия можно
пренебречь членами, содержащими Δ2. В результате систему уравнений
(2—3) можно упростить, приведя к следующему виду:

(52)

а,
/=ι
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где постоянные aKJ—функции констант скорости элементарных химиче-
ских реакций и исходных равновесных концентраций компонентов реак-
ции (51). Аналогично, как и для вышеописанной системы уравнений (4),.
общее решение (с точностью до постоянной) может быть найдено в виде:

(53)

Δ [Χ/]- ΣΒι·ιβΊ

1=1

где λ-j— корни характеристического уравнения п+ 1 степени.
Важный вывод, который следует из проведенного рассмотрения, за-

ключается в том, что в случае η промежуточных соединений реакции
число экспоненциальных членов равно п + \. Таким образом, наблюдае-
мое на опыте число экспонент можно рассматривать как критерий мини-
мального числа промежуточных соединений, принимающих участие в
реакции. Экспериментально определяемые величины времен релаксаций
(—l/λ,·)—это функции всех констант скоростей элементарных реакций
и равновесных концентраций реагентов.

ТАБЛИЦА 4

Фермент

Алкоголь дегидрогеназа
Аспартатаминотрзнсфераза

Аспартаттранскарбамилаза

Глицеральдегид-3-фосфат
дегидрогеназа

Кислотная фосфатаза
Креатинкиназа
Лактатдегидрогеназа
Лизоцим

Малатдегидрогеназа
Пируваткиназа
Рибонуклеаза

Се ри н дегидрогеназа
Серинтрансоксиметилаза
Трипсин

Триптофансинтетаза
Уреаза
Флаводоксин

Химотрипсин

Цитохром С

Субстрат или эффектор

НАД—имидазол
Аспарагиновая, глутаминовая, ща-

велевоуксусная, кетоглутаровая
кислоты

α-Метиласпарагиновая кислота
Эритро^-оксиаспарагиновая кислота
5-Бромцигид#нфосфат
Карбамилфвсфат, /.-малоновая,

янтарная кислоты
НАД

р- Нитрофенилфосфат
Креатинфосфат
НАДН
Сахариды
Алый Бибриха
НАДН, малоновая кислота
Ионы двухвалентных металлов, АДР
Нуклеотиды
Изомеризация
Изомеризация
Глицин
Изомеризация
Профлавин-бензамидин
L-Серин, индол, триптофан
Мочевина
Взаимодействие кофермента с

апопротеином
Профлавин
Профлавин и метиловый эфир Ν-το-

зил-Ь-аргинина
Алый Бибриха
Изомеризация
Феррицианид

Ссылки на литературу

176

177

178

179
180

183-185

186-192

193

194
195—196

197,198
199

200,201
202

202-209
210-213

214
215

210,211
174,216
217,218

219
220—222

175, 223. 224
225

226
211
175
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Частные случаи схемы (51) (случай одного и двух промежуточных
.соединений) и конкретные подходы к определению констант скорости
элементарных стадий описаны в работах 1 3 · 1 ( 1 7 - 1 7 3 .

В работах13'2"·174 показано, что помимо кинетических данных (времен
релаксации) при анализе механизмов реакций могут оказаться полезны-
ми данные по амплитудам релаксаций.

К настоящему времени с использованием релаксационных методов
изучено большое число ферментативных систем. Приведенные в табл. 4
ферментативные системы изучены в основном методом температурного
скачка. Быстрое изменение температуры обычно достигается разрядом
высоковольтного конденсатора через реакционную ячейку, которая со-
держит, в добавление к реагентам, определенное количество инертного
электролита для понижения электрического сопротивления. Температур-
ное изменение на 3—10° происходит за 10~б сек1 1"1 3. Для изучения кине-
тики быстрых обратимых стадий, предшествующих необратимой лимити-
рующей стадии, была ' предложена аппаратура, которая представляет
собой комбинацию установки «остановленной струи» и «температурного
скачка» 175. Температурный скачок может быть осуществлен в интервале
от миллисекунды до нескольких секунд после остановки струи.

Дальнейшее уменьшение «мертвого» времени методики «температур-
ный скачок» связано с применением лазерного излучения для им-
пульсного подогрева реакционной ячейки2 2 7 '2 2 8.

В работах229"231 обсуждаются возможности использования методики
импульсного фотолиза для изучения релаксационной -кинетики фермен-
тативных реакций. Изменение равновесия в этом случае достигается за
счет протекания быстрой сопряженной фотохимической реакции. Особо-
го внимания заслуживают индуцированные светом быстрые изменения
рН (флеш-индуцируемый рН-скачок) 229.

2. Аспартатаминотрансфераза, рибонуклеаза

В обзоре232, посвященном изучению ферментативных реакций релак-
сационными методами, обсуждаются механизмы следующих фермента-
тивных реакций: 1) реакции аспартатаминотрансферазы с амино- и
кетокислотами; 2) реакция цитохрома С с ферроцианидом; 3) реакция
алкогольдегидрогеназы с НАД-имидазол и связывание НАДН с малат-
дегидрогеназой и лактатдегидрогеназой; 4) гидролиз р-нитрофенилфос-
фата кислотной фосфатазой; 5) реакции панкреатической рибонуклеа-
зы А. Как видно из табл. 4, наиболее детально изучены механизмы
реакций аспартатаминотрансферазы и рибонуклеазы. Эти примеры дают
представление как о возможностях релаксационной кинетики, так и о до-
стижениях энзимологии в исследовании механизмов ферментативного·
катализа.

Аспартатаминотрансфераза (ААТ) катализирует обратимую реакцию·
^переноса аминогруппы между аспарагиновой и кетоглутаровой кислота-

ми с образованием щавелевоуксусной и глутаминовой кислот (схема 55).
θ θ θ θ ΑΑΤ

СООСН2СНСОО + COO (CH2)2 COCOO <-. -1

NH+

NHJ

- COOCH2COCCO + COO (CH2)2 CHCOO (55)

В качестве кофермента в этой реакции участвует пиридоксальфосфат,
который в процессе реакции претерпевает существенные спектральные
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изменения, что обеспечивает удобный метод наблюдения за кинетикой
реакции. В общих чертах механизм реакции заключается в переносе
аминогруппы с аминокислоты на пиридоксальфосфат с образованием ι
пиридоксаминфосфата и кетокислоты, после чего следует перенос ами- ψ
ногруппы к другой кетокислоте с образованием новой аминокислоты233

(схема 56).

Е , + Асп. ζ* Хх . . . Х„5±Е т + Щу
(56)

Е т + К г ^ У „ . . . YiitEi-ЬГлу

На схеме (56) Е; — фермент в форме пиридоксаля, Е т — фермент в
форме пиридоксамина, Асп — аспарагиновая кислота, Щу — щавелево-
уксусная кислота, Глу — глутаминовая кислота, Xj, Y; — промежуточные
соединения реакции, Кг — кетоглутаровая кислота.

Изучение этой системы методом температурного скачка 177 позволило
обнаружить в каждой из реакций (превращение аспарагиновой кислоты
в щавелевоуксусную и кетоглутаровой в глутаминовую, по крайней
мере, по два промежуточных соединения (при исследовании каждой
реакции были обнаружены три времени релаксации, лежащие в интер-
вале 50 мксек — 20 мксек). Были изучены зависимости времен релакса-
ции от концентраций субстратов и фермента и определены (или оценены)
константы скорости, характеризующие отдельные стадии. Исследование
спектральных характеристик промежуточных соединений показало, что
они представляют собой, по-видимому, ковалентные соединения субстра-
тов с пиридоксальфосфатом, включающие шиффовы основания.

Помимо изученных стадий, в реакции аспартатаминотрансферазы на- .
блюдали более быстрые спектральные изменения, кинетику которых *
нельзя было проанализировать при использовании методики температур-
ного скачка. С целью замедления скорости этих стадий реакции было
исследовано взаимодействие с ферментом некоторых модифицированных
субстратов. Аналог субстратов, L-a-метиласпарагиновая кислота, явля-
ется конкурентным ингибитором аминокислотных субстратов и способна
образовывать на ферменте альдимин с пиридоксальфосфатом. Однако,
из-за наличия метальной группы в α-положении, трансаминирование
протекать не может. Кинетическое изучение этой системы комбинирован-
ным методом «остановленной струи — температурного скачка» обнару-

" 8
жило, что реакция протекает в три стадии " 8 :

(57)

Были определены все константы скорости этого механизма и изучены
спектральные свойства промежуточных соединений. Согласно178, реак-
ция включает образование первичного комплекса Х ь за которым следует
конформационное изменение (Χι+±Χ2) и образование альдимина (Х3).

Эритроизомер £-р-оксиаспарагиновой кислоты представляет собой
субстрат фермента, однако реакция трансаминирования протекает очень
медленно. При изучении реакции этого субстрата с аспартатаминотранс-
феразой было обнаружено восемь времен релаксаций179. В соответствии
с этим простейший механизм реакции имеет вид:

Е; -\- S ч^ Xĵ  «i Х2 ~<ί Χ3 ζ ί Х4 ^t X5 "^t Х6 £*" Х7 ^± Еш + S' (58)

где S'—кетоформа субстрата. Детальный анализ зависимости времен %
релаксаций и констант равновесий от концентраций позволил вычислить
14 и 16 кинетических констант, описывающих механизм (58). Кроме
того, были определены спектральные характеристики промежуточных
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соединений. Предполагаемый механизм реакции, согласующийся с полу-
ченными результатами, представлен на схеме (59) 234. Первые три про-
межуточные соединения имеют спектральные характеристики, аналогич-
ные соединениям Х ь Х2, Х3 в реакции L-a-метиласпарагиновой кислоты,
и реакция, на этих стадиях, по-видимому, также заканчивается образо-
ванием альдимина (Х3). Промежуточное соединение Х4 имеет максиму-
мы поглощения при 460 и 490 нм, причем молярное поглощение при
490 нм превышает 105 М~1-см~1. По мнению авторов179, это соединение
имеет хиноидную структуру, остальные три соединения имеют максиму-
мы поглощения в районе 330 нм и представляют собой кетимины
(схема 59).

СОО-..^N-lys 1 ^ΟΟ^,Ν-lys

•С """

Η

(59)

COO"

R — C = O H2N

Так же детально, как механизм катализа аспартатаминотрансфера-
зой, Хаммесом был изучен механизм действия рибонуклеазы А203-209.
Реакция, катализируемая этим ферментом, включает переэтерификацию
3',5'-динуклеотида с образованием циклического 2',3'-циклофосфата,
после чего следует гидролиз циклического фосфата с образованием З'-ну-
клеотида (схема 60).

8 Успехи химии. № 5
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(60)
i

При исследовании релаксационной кинетики использовались синте-
тические субстраты, что существенно упрощает кинетический анализ.
Изучено взаимодействие с ферментом всех трех классов субстратов. На
основе этих исследований предложен «минимальный» механизм, который
представлен на схеме (61).

Е'З'5'Р q± Е'2'З'Р ^ Е'З'Р

4t П\ 2'!t
ЕЗ'5'Р Е2'3'Р ЕЗ'Р

4t ''It '"It (61)
Е-т-З'5'Р Е+2'З'Р Е+З'Р

jt·3 It·3 \Ь
Ε' Ε' Ε'

Для каждого класса субстратов (З'.б'-динуклеотид, 2/,3'-циклофосфат„
З'-нуклеотид) реакция включает бимолекулярную стадию образования
первичного комплекса (стадии /, /', / " ) , за которой следует его изомери-
зация (стадии 2, 2', 2"). Кроме того, исследование свободного фермента
показало, что фермент существует в двух конформациях (стадия 3). Эти
кинетические результаты были сопоставлены с данными рентгенострук-
турного анализа 2 3 5 · 2 3 6 , что позволило постулировать детальный механизм
действия фермента 209· Μζ.

Исследования механизмов действия аспартатаминотрансферазы и
рибонуклеазы А прекрасно иллюстрируют возможности и достижения
методов «быстрой» кинетики при изучении механизмов ферментативного
катализа. Итоги этих исследований могут быть поучительными для вы-
бора подходов к изучению и других каталитических систем.
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