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КИНЕТИКА И МЕХАНИЗМ ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНА В БЕЛКАХ

Кулис Ю. Ю.

Описаны результаты исследований кинетики окислительно-восстанови-
тельных реакций индивидуальных белков — переносчиков электрона и
ферментов. Основное внимание уделено влиянию природы активных цен-
тров белковых молекул и модификации отдельных аминокислотных остат-
ков на скорость переноса электрона в гомогенной среде. Детально рассмот-
рены вопросы, связанные с электрохимическим превращением белков и
влиянием состояния интерфазы на скорость этого процесса. Изложены
представления о теоретическом расчете констант скорости электронного
переноса в белках.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Окислительно-восстановительные процессы синтеза и деструкции ве-
ществ в живых организмах осушес.тчляются с участием белковых си-
стем, в которых перенос электрона ппотекает путем окисления или вос-
становления активных центров белковых молекул [1]. Успех наметив-
шегося практического использования этих реакций при трансформации
органических и неорганических соединений, конверсии энергии, а также
в электрокаталитических системах [2—4] в значительной мере опреде-
ляется глубиной понимания основных закономерностей переноса элект-
рона в индивидуальных белках. Не менее важное значение количествен-
ная оценка скорости переноса электрона в белках приобретает при мо-
делировании ферментативного катализа и создании эффективных низ-
комолекулярных катализаторов [5]. Кинетические закономерности окис-
лительно-восстановительных реакций индивидуальных белков представ-
ляют также и значительный теоретический интерес для молекулярной
биологии и смежных областей, поскольку они способствуют пониманию
механизма функционирования окислительно-восстановительных цепей
переноса электрона в биологических мембранах.

Кинетические исследования в настоящее время занимают домини-
рующее положение в изучении механизма переноса электрона в белках.
Разработка препаративных методов, позволивших получать индиви-
дуальные белки в количествах, необходимых для химического экспери-
мента, способствовала быстрому накоплению экспериментальных дан-
ных о влиянии структуры белковой глобулы или даже отдельных ами-
нокислот на скорость электронного переноса. Обобщение и обсуждение
таких результатов представляется весьма своевременным.

Настоящий обзор посвящен анализу кинетических результатов ис-
следования окислительно-восстановительных реакций белков — пере-
носчиков электронов и ферментов. В нем представлены данные о хи-
мическом и электрохимическом превращении белков и изложены основ-
ные представления о теоретическом расчете скорости переноса элект-
рона.
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II. ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ПЕРЕНОСЧИКОВ
ЭЛЕКТРОНА

1. Формально-кинетические особенности переноса электрона в белках

Окислительно-восстановительные белки, являющиеся компонентами
окислительно-восстановительных цепей переноса электрона или участ-
вующие в процессах переноса кислорода, как правило, обладают не-
большой молекулярной массой и содержат в активном центре металлы,
железосерные кластеры, флавинадениндинуклеотид (ФАД), флавинмо-
нонуклеотид (ФМН) или другие кофакторы. Выделенные в нативном
состоянии, эти белки способны реагировать с различными соединения-
ми и такие реакции являются бимолекулярными.

Белковые молекулы представляют собой заряженные частицы, по-
этому скорость процесса зависит от электростатических взаимодей-
ствий. Для устранения этого эффекта значение константы скорости от-
носят к бесконечной ионной силе раствора согласно выражению [6]:

3,576

в котором Zu Z2 и Ru Rz — соответственно заряды и радиусы реагирую-
щих молекул, а /с=3,29 μ'1' нм"1 (25°), где μ — выраженная в Μ ионная
сила раствора.

Константы скорости бимолекулярных реакций переносчиков элект-
ронов с комплексными соединениями изменяются в пределах 10б—
10~2 М - ' - с 1 и зависят от рН, ионной силы раствора, а также от при-
роды донора и акцептора. Анализ приведенных в табл. 1 данных пока-
зывает, что неорганические реагенты, содержащие в качестве лигандов
ароматические соединения, реагируют с большей скоростью, чем ко-
ординационные соединения тех же металлов, не содержащие гидрофоб-
ных лигандов. Оксалатные комплексы кобальта обладают, как правило,
низкой реакционной способностью. Низкие значения констант скорости
наблюдаются также для белков, физиологическая функция которых за-
ключается в переносе кислорода, а именно для гемоглобина и могло-
бина.

Энтальпия и энтропия активации реакций переноса электрона изме-
няются в пределах от 0 до 352 кДж/моль и от —185 до 33 Дж/моль-К
соответственно. Это указывает на возможность значительных конфор-
мационных изменений в белковых глобулах при переносе электронов,
поскольку для образования простых бимолекулярных комплексов со-
ударения типичны небольшие значения энтальпии активации, а энтро-
пия активации составляет —40 Дж/моль-К.

В реакциях переноса электронов проявляется также и видовая спе-
цифичность. Высокопотенциальный железосодержащий белок пласто-
цианин, выделенный из разных источников, реагирует с различными
окислителями с неодинаковой скоростью. При низкой ионной силе рас-
твора некоторые переносчики образуют комплексы с неорганическими
ионами. Константа устойчивости комплекса азурина с фенантролино-
вым комплексом кобальта равна 457 М~\ а константа скорости превра-
щения (k) 21,3 С"1 [28]. Реакция между тем же медьсодержащим бел-
ком и гексацианоферратом (III) протекает более сложно с образова-
нием комплексов как окисленного, так и восстановленного азурина
[29]. При окислении цитохрома с гексацианоферратом (III) также об-
разуется комплекс, константа устойчивости которого 3,2 · 104 М"1, а
константа скорости превращения 1,9· 103 с'~' [30].

Влияние рН на скорость процесса обусловлено изменением степени
протонизации аминокислотных остатков в области активного центра

К табл. 1.
Обозначения: ЭДТА—этилендиаминтетраацетат; ПДТА—1,2-диаминопропантетрацетат; пир -пиридин; оке—

оксалат; пик — 2,6-дипиколинат; фен — 1,10-фенантролин; 5-С1-фен — 5-хлор-1,10 — фянантролин; 4,7 (Ме)2-
фен-4,7-ДИметил-1,Ш-фенантролин; 5,6-(Ме),-фен — 5,6-дииетил-1,10-фанаитролин; 4,7-(Ф;уфэн — 4,7-ли(фэ-
нилсульфо)-1,10-фенаитролин; сен — 1,3,6,8,10,13,16,!9-октаазобицикло-6,6,6-эйкозан; ВПБЖ — высоюпэтен-
циальныи железосодержащий белок.

· — электронновозбужденный.
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Таблица I

Константы скорости и некоторые термодинамические параметры реакций переносчиков
электронов с неорганическими комплексными соединениями при 25°С

Окислитель Восстановитель рН μ, Μ ft».
Л'МОЛЬ·" 1

• с-1
кДж/моль

AS*.
Дж/моль-К Ссылки

Ru(NH3) (пир)3 +

Ru(n H p) 3

2 + *
Со(окс)з3~
Со(фен)3

3 +

Со (5,6- (Me) -фен) 3

3 +

Со(5-С1-фен)3

3+

Со(4,7-(Ме)2-фен)3

3+

Азурин
Со(фен)3

3 +

Со(фен)3

3 +

Со(фен)3

3 +

Ru(irapb2 +*
Со(5,6-(Ме)2-фен)3

3+

Со(5-С1-фен)3

2+

Со(4,7-(Фс)2-фен)3

3-
Со(окс)з3"
Ru(NH3b™p3+
Пластоцианин

Ru(NH3)5nHp3+
Ru(Mp) 3

2 +

Со(феи)з3+

CQ(OKC)3

3~
Со(5,6-(Ме)2-фен)3

3+
Со(4,7-(Фс)2-фен)3

3-
Стеллацианин

Ru(NH3)6nHp3+
Со(окс)з3~
Со(пик)2

3+
Со(фен)3

3 +

Со(5-С1-фен)3

3+
Со(5,6-(Ме)2-фен)з3+

Со(4,7-Ме)2-фен)3

Со(4,7-(Фс)2-фен)3

3-
Цитохром с

Fe(CN) 6

3-
Со(фен)3

3+
Со(5-С1-фен)3

3+

Со(5,6-(Ме)2-фен)3

3+
Со(4,7-(Ме)2-фен)3

3+

Со(4,7-(Фс)2-фен)3

3-
Со(пик)2~
ЦиТОХрОМ С551
Цитохром Ь5

Цитохром с d\ (гем с)
Цитохром cd\ (гем d\)
Метгемоглобин
Метмиоглобин

Метмиоглобин
Со (оке) з 3 "
Со(фен)3

3+
Fe(CN) s

3 -
ВПЖБ
Рубредоксин

Ферредоксин

Fe(CN) 6

3-

азурин

Ре(ЭДТА)*-

пластоциаиин

пластоцианин

Ре(ЭДТА)
2
-

стеллацианин

Ре(ЭДТА)2-

Fe(CN) 6

4-
цитохром с

Fe(nHK) 2

2 -
R u ( N H 3 ) 6

2 +

A
цитохром cG5i

— » —
ЦИТОХрОМ <?551

Fe(nHK)2

2

Ре(ЭДТА)2-

Со(сеп)2+

so 2-
ВПЖБ

Fe(3flTA)2-
Ru(NH3)6

2+

V(H2O)6

2+
Cr(H 2 O) 6

2 +

У(ЭДТА)2-
Еи(ПДТА)2-
цитохром f

6,5
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5
7,5
5,5
7,0
6,5
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,5
5,0
6,0
5,3
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0

ОД
0,1
0,5
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
0,5
0,1
0,1

од
0,1
0,1
0,5
0,1
0,2
0.2
ОД
ОД
0,1
0,5
0,5
0,1
0,1
0,5
0,5
0,1
0,5
0,5
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

о
6Д
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7.0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
7,0
7,0
4,0
4,0
7,3
7,3
7,0

0,2
0,1
0,09
0,1
ОД
ОД
ОД
ОД
ОД
0,2
0,2
0,5
0,5
0,5
0,2
0,2
0,15
0,15
0,15
0,5
ОД
0,08
ОД
ОД
ОД
ОД
0,05
0,05
0,05

2,0-103

6,9-108

2,9-10~2

3,2-103

1,5-Ю3

4,2-102

8,4-101

1,3-Ю3

4,9-103

1,0-103

3,9-102

1,6-109

8,0-103

7,0-102

2,6-101

2,4- Ю- 1

2,0-103

3,1-104

5,5-104

2,4· 106

1,9-105

4,2· 108

1,8-105

7,3-102

1,8-104

2,3-106

5,1 • 105

5.7-105

1,6-103

1,9-104

5,5

1.1-104

1,5-103

1,3-102

2,7-102

2,8· 101

2,9· 103

,5-104

3,8-104

9,0-103

1,0-102

5,3· 104

4,4· 103

4,3-103

3,2· 103

2,8-10*
5,8· 102

3,2-103

2,8-102

2,0-102

0,6-102

2,9- 10х

3,1 -101

41,1

59,9
48,6
37,3
41,5

8,4
58,7

40,6

57,0
45,7
32,7

28,1

38,5
24,7

35,2

3,1-101

3,5· 103

4,5-106

8,0-10-3

2,8· 103

(0,2-5)· 10*1
1,6·
9,5·
1,6·
1,2·
3,0·
3,2·
1,7·

103

104

ю4

103

ю4

ю5

ю5

18,
47,
40,
51,
61,
53,
30,

51
39
57
45
57
15
40
22

4
3
2
9
2
6
о

,5
,4
,0
,7
,8
,1
,2
,6

23,0
50,3

62,4

3.3
5.9
0,4
0,4

23,5
352,0

3,6

—58,7

20,9
—20,9
—71,2
—71,2
—155

20,9

—61,2

4,2
—33.5
—10,9

—50,3

—29,3

- 4 6 , 1

—10,5
—25,1
—67,0
—25,1
—12,6

—64,5

16,8
-41,9

29,3
-25,1

33,5
-142,5
-41,9
-122,3

—138
- 5 4 , 3

30,2

-171,8
-129,9
-167,6
-184,4
—88,0
—29,3
-159,2

[7]
[81
[9]

[101
[Ю]
[Ю]
[10]
[11]
[10]

[9]
[12]

[8]
[10]
[10]
[101

[9]
[71

[ H I
[11]
[12]
[7]
[8]
[91
[9]

[10]
[Ю]
[11|
[11]
[13]

17]
19]

[14]
[15
[15
[15]
[15]
[15]
[14]
[161
[17]
[18]
[15]
[15]
[15]
[15|
[14]
[14]
[191
[19]
[20]
[20]
[21]
[21]
[22]
[22]
ίΤ?Λ

23]
24]
23]
25]
25]

_25]
126]
[26]
[27]
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Таблица Ч

Константы скорости взаимодействия редокс-белков с органическими
соединениями (25° С)

Белок

Цитохром с

Цитохром с3

Метгемогло-
бин

Метмиогло-
бин

Ферредоксин

Флаводоксин

Флаводоксин-
семихинон

Восстановитель

ФМНН·
ФМНН'
ФМНН2

2 -метил-1,4- нафтогидрохинон
тетрахлор-1 -4-гидрохинон
тетраметилфенилендиамин
N-метил-гидрофеназин
МВ+

с 2н 5он·
МВ+

МВ+
БВ+

МВ+

C2HsOH·
МВ+

ФМНН2

МВ+
с 2н 5он·
мв +

анион аскорбиновой кислоты
дианион аскорбиновой кислоты

ПВ+

МВ+

МВ+

Р Н

7,0
7,0
7,0
6,0
7,4
7,4
7,4
7,0
7,0
7,0
7,2
7,2

7,2
7,2
7,2

7,0

7,0
7,0
7,0

7,2—8,1
7,2—8,1

7,3

8,0

8,0

μ, Μ

0,01
0,1
0,1
0,1
0,02
0,02
0,02
0,004
0,004
0,2
0,07
0,07

0,005
0,005
0,3

ОД

0,004
0,004
0,2
0,3
0,3

0,05

0,055

0,055

Л «МОЛЬ**1·!. С"- 1

6,0-10'
7,0-10'
3,0-10'
8,5-Ю2

4,2-Ю5*
2,6·104*
6,0-Ю5*
7,2-10'*
1,4·108*
2,3-Ю8*
2,4-Ю7

3,3-10'

4,5-Ю8*
6,0-Ю8*
9,7-Ю8*

5,5-Ю6

2,3-10'*
5,5-10'*
5,4-10'*
1,2-Ю"2

1,2-Ю2

1,2-Ю5

2,4-10»

7,0-Ю8

Ссыл-
ки

[33]
[34]
[34]
[35]
[36]
[36]
[36]
[37]
[37]
[37]
[381
[38]

[37]
[37]
[37]

[39]

|37]
[37]
[37]
[40]
[40]

[26]

[37]

[37]

Обозначения: МВ+, БВ+, ПВ+ — соответственно катион-радикалы метилвиологена, бензилвиоло-
гена, пропилвиологена; СгШОН- — радикал этанола.

• При 20° С.

белков. Показано, что депротонированный остаток гистидина His-83 в
молекуле азурина уменьшает электростатическое отталкивание поло-
жительно заряженных ионов так, что при рН выше рК происходит зна-
чительное возрастание скорости реакции [28]. В реакциях с гекса-
цианоферратом, ответственным за связывание субстрата является His-
35, протонизация которого в кислой области значительно ускоряет про-
цесс. В случае пластоцианина при р Н < 5 скорость реакции значитель-
но уменьшается, когда используют фенантролиновый комплекс кобаль-
та, но не зависит от рН, когда применяют отрицательно заряженные
комплексы [10]. Это обусловлено тем, что фенантролиновый комплекс
связывается с депротонированным остатком Туг-83, находящимся при-
мерно на расстоянии 1 нм от активного центра, в то время как гекса-
цианоферрат (III) рбразует комплекс с депротонированным His-87
(рК 5,7), находящимся в координационной сфере меди [31]. В реак-
циях цитохрома с с гексацианоферратом и другими отрицательно заря-
женными реагентами принимают участие протонированные остатки
Lys-72 и Lys-13, находящиеся вблизи гема [32], поэтому ассоциация
цитохрома с с полиаминами уменьшает скорость реакции. На скорость
реакции также влияет протонизация Туг-87, ответственного за конфор-
мационные изменения белковой глобулы [16].
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Редокс-белки обладают по отношению к органическим соединениям
в целом повышенной реакционной способностью (табл. 2). Особенно
большие величины констант скорости восстановления белков наблюда-
ются в реакциях с катион-радикалами виологенов и'с другими радика-
лами. В случае флаводоксина, цитохрома с и цитохрома с3 скорость
реакций с катион-радикалом метилвиологена приближается к скоро-
сти диффузионно-контролируемого процесса. Высокой реакционной спо-
собностью обладают также восстановленный флавинмононуклеотид
(ФМНН2) и его семихинон (ФМНН'), что обусловлено их низким ре-
докс-потенциалом.

Было показано, что в реакциях цитохрома с с флавинами перенос
электрона осуществляется, когда N-5-область молекул флавинов ориен-
тирована к гемовой щели, а N-пиримидиновая часть — в обратную сто-
рону [34]. Строгое взаимное расположение реагентов в комплексе со-
ударения обусловливает слабую зависимость скорости реакции от ион-
ной силы раствора, несмотря на то, что ФМНН' и ФМНН2 обладают
зарядами —2 и —2,8 соответственно. Полученные результаты имеют
важное значение для теоретического анализа зависимости скорости пе-
реноса электрона от ионной силы раствора.

Скорость взаимодействия сольватированного электрона с цитохро-
мом с, миоглобином и метгемоглобином определяется диффузией [41,
42]. Редокс-состояние активного центра мало влияет на скорость вос-
становления белка, и лишь удаление гема из миоглобина замедляет
скорость реакции в два раза.

Изучение восстановления ацетилированного, сукцинилированного и
карбоксиметилированного цитохрома с сольватированными электрона-
ми и другими восстановителями позволило выяснить роль электроста-
тического взаимодействия и конформационного изменения в этих ре-
докс-реакциях [41]. Как оказалось, в случае цитохрома с скорость про-
цесса главным образом определяется конформационным изменением, а
перенос электрона протекает в области гема.

2. Количественные закономерности переноса электрона
Результаты исследований редокс-превращений переносчиков элект-

рона были использованы при изучении возможностей применения тео-
рии внешнесферного переноса к белковым системам. Согласно пред-
ставлениям Маркуса [43], константа скорости внешнесферного пере-
носа электронов (feJ2) связана с константой равновесия реакции (К) и
константами скорости внутреннего обмена для каждого из реагентов
(ku и &22 следующим уравнением):

«12 = («цКагЛ/)

где lgf=(lg/()2/41g(^r2/JD 2) и Р^\0" л-моль^-с"1. Обычно величина
близка к 1, когда К невелика. Из этого уравнения следует, что скорость
переноса электрона зависит от доступности центрального атома комп-
лекса для отдельных реагентов, а также от разности потенциалов реаги-
рующих соединений, т. е. от константы равновесия процесса. Если пере-
нос электрона в активном центре белка протекает так же, как и в низ-
комолекулярных редокс-соединениях, то константы скорости внутрен-
него обмена белков, рассчитанные в реакциях с разными реагентами,
должны совпадать в пределах порядка. В случае кинетической селек-
тивности константы будут различаться на несколько порядков.

При исследовании скорости восстановления цитохрома с комплекс-
ными соединениями железа, содержащими в качестве лигандов произ-
водные ЭДТА, выявлено хорошее совпадение экспериментально изме-
ренных и рассчитанных согласно теории внешнесферного переноса [44]
констант. Различие наблюдается лишь для тех координационных соеди-
нений, которые содержат неполностью координированную сферу, что
может быть обусловлено увеличением размера комплекса за счет об-
разования водородной связи между растворителем и гидроксилом, вхо-
дящим в эту сферу. При окислении цитохрома с производными иона
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Таблица 3
Константы скорости внутреннего обмена металлопротеинов при рН 7,0 и 25° С

Белок

ЦИТОХРОМ С551

»

»

Цитохром с
»

»
»
»

Цитохром Ь5

Стеллацианин

»
»
»

Пластоцианин

»
»

Азурин

»

ВПЖБ
ВПЖБ
ВПЖБ
ВПЖБ
ВПЖБ

Рубредоксин
»

Метгемоглобин
Метмиоглобин

Реагент

Со(фен)3

3+
стеллацианин
Со(оксо)3

3~
Fe(nHK) 2

2~
Ре(ЭДТА) 2-
Со(пик) 2

2-
Ре(ЭДТА) 2-
Ru(NH 3) 6

2+
Со(фен)3

3+
Ru(NH3)5nHp3+
ионы феррицения
Со(оксо)3-
Ре(ЭДТА)2-
Со(окс)3~
Ре(ЭДТА)2-
ЦИТОХрОМ С551

Ru(NH3)5nHp3+
Со(фен) 3

3 +

Со(фен) 3

3 +

Ре(ЭДТА)2-
Ru(NH3)5nHp3+
цитохром /
Со(окс)3

3~
Ре(ЭДТА) 2-
Со(,фен)3

3+

ЦИТОХрОМ С551

Со(фен) 3

3 +

Fe(CN) 6

3 -
Ре(ЭДТА) 2-
Со(окс) 3

3"
Ru(NH 3 )rap 3 +

Ru(NH3)nHp6

2+
Ru(NH 3 ) 6

2 +

V(H2O)6

2+
Ре(ЭДТА) 2-
Ре(ЭДТА) 2-

, со
k , л-моль" 1 -с·""1

2,2-105

6,0-103*
1,4**
4,5-Ю-1

2,0
2,9-103

1,2-Ю1

1,6-101
7,Ы0 2

2,0-10*
(0,5—7,0)· 103

4,6-101**
4,3
2,5-104**
2,3-Ю5

2,9-104*
1,7-Ю5

3,0-105

1,1-10*
7,3-101

4,9-104

4,0-101*
2,7-Ю-3**
2,8-Ю-2

1,6-104

8,0-107*
1,8· 104

1,0· 101*
1,5-10-2

1,1-Ю-3**
2 , Ы 0 3

2,0
1,0- 10е*
1,7· 108*
2,8· Ю-3

1,3-Ю-1

Ссылки

[15]
[46]

[9]
[14]
[14
[14
[15

[7
[7
17]

[45]

119)
[9]
[7]

[46]
[7J
[7]

[10]
[10]
[10
[И

[9
[15
[14
[И
[15
[23]
115]
[23]

[7]
[15]
[25]
[25]
[21]
[21]

·μ=0,1Μ; ·*μ=0,5Μ.

феррицена, редокс-потенииал которых меняется на величину 0,56 В,
также отмечены близкие значения рассчитанных и экспериментальных
констант [45]. Энтальпия активации процесса достигает примерно
20 кДж/моль, а энтропия колеблется между —24 и —48 Дж/моль-К-
Эти данные указывают на то, что процесс действительно протекает
через образование простого бимолекулярного комплекса соударения без
значительных структурных изменений в белковой глобуле.

Когда вместо однотипных железных комплексов используют коорди-
национные соединения других металлов, наблюдается значительный
разброс рассчитанных значений констант скорости внутреннего обмена
(табл. 3). Лишь для двух белков — стеллацианина и рубредоксина эти
константы практически не зависят от природы реагента. Для остальных
изученных белков они могут различаться при использовании разных
реагентов более чем на 5 порядков.

Аномально высокие значения констант наблюдаются в тех случаях,
когда при взаимодействии между реагентами образуются комплексы,
как например, комплексы цитохрома / с пластоцианином или цитохро-
ма c55i с азурином. Реагентам, в состав которых входят ароматические
лиганды соответствуют повышенные, а реагентам с гидрофильными ли-
гандами — более низкие значения констант, что связано со способ-
ностью первых проникать в гидрофобную область активного центра. На
основе имеющихся данных можно заключить, что производные железа,,
содержащие в качестве лигандов этилендиамиитетрауксусную кислоту
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или ее аналоги, не проникают в белковую глобулу. Поэтому константы,,
полученные для этих соединений, могут быть использованы в качестве1
«реперных» при сравнении реакционной способности разных белков.
Видно (см. табл. 3), что константы скорости внутреннего обмена, полу-
ченные с использованием Ре(ЭДТА)2^, близки для разных цитохромов.
Стеллацианин обладает наибольшей, а метгемоглобин — наименьшей
константой скорости внутреннего обмена.

Для устранения эффектов, связанных с гидрофильными или гидро-
фобными свойствами лигандов, был применен электронновозбужденный
комплекс рутения (см. табл. 1). Поскольку при возбуждении сильно
возрастает окислительно-восстановительная способность реагента, это
равносильно увеличению движущей силы реакции. Константы скорости
бимолекулярных реакций окисления восстановленных медьсодержащих
белков хорошо совпадают с теоретическими, рассчитанными на основа-
нии редокс-потенциала возбужденного комплекса. Это является веским
подтверждением применимости теории внешнесферного переноса элект-
рона к этим металлопротеинам. Возможность применения данной тео-
рии предполагается и для других белков, в частности, флаводоксина
[47].

Зависимости, вытекающие из теории внешнесферного переноса, на-
блюдаются и при использовании органических реагентов. Так, для ци-
тохрома с или цитохрома f экспериментально обнаружена линейная за-
висимость логарифма констант скорости от стандартного потенциала
хинонов с тангенсом угла наклона прямой, близким к теоретическому
значению [48]. Из этих экспериментальных данных можно заключить,
что лимитирующей стадией процесса является одноэлектронный пере-
нос и что константы скорости внутреннего обмена для применяемых хи-
нонов сильно не различаются.

В реакциях переносчиков белков с органическими реагентами на-
блюдается приближение скорости переноса электрона при большом зна-
чении свободной энергии процесса к некоторому предельному значению
[49]. По-видимому, это обусловлено тем, что энергия реорганизации
растворителя в этих процессах ниже, чем в реакциях с неорганически-
ми заряженными комплексными соединениями, и система приближа-
ется к «инвертной» области [43], в которой скорость уменьшается при
увеличении свободной энергии реакции. Необходимо отметить, что за-
пределивание скорости при большом изменении свободной энергии на-
блюдается и в реакциях с участием низкомолекулярных соединений.
С целью объяснения экспериментальных данных предложено [50]
эмпирическое выражение для свободной энергии активации, которая
при большой экзотермичности реакции равна свободной энергии про-
цесса. Теоретическое обоснование этого выражения приведено в работе
[51].

Наряду с теорией внешнесферного переноса электрона, для расчета
скорости процесса в белках используют теорию термически активиро-
ванного туннельного переноса [52—54]. Согласно [55], константа ско-
рости туннельного переноса электрона

# ? = 0,6023 .£
(г) | 2 (4nkBTA)-y° exp [— (Ea — Eb —

\T(r)\= 2,7 (NaNb)-1Λ exp(-7,2 r)

где λ0 — константа затухания, г — расстояние переноса электрона, /?, —
радиус белковой молекулы, h — константа Планка, kB — константа
Больцмана, Τ—абсолютная температура, Δ — параметр вибрационной
синхронизации, Еа и Еь — стандартные потенциалы белка и медиатора,
Na, Nb — количество мест распределения начальной и конечной волно-
вых функций, Τ (г) — матричный элемент электронного обмена. Констан-
та затухания для белковых молекул обычно принимается равной
0,07 нм, а параметр вибрационной синхронизации не превышает 1 эВ.
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Согласно теории туннельного переноса, энтальпия и энтропия акти-
вации выражаются уравнениями:

ф = (Еа -Еь — Δ)2/4Δ - 3RT/2

ksT \ R, j [ 4л£БГД ) J 2

Эти уравнения применяют для расчета параметров вибрационной син-
хронизации и констант затухания.

Для цитохрома с константы скорости, рассчитанные в рамках тео-
рий внешнесферного и туннельного переноса, близки [44]. Однако при
восстановлении ферредоксина комплексными соединениями ванадия,
европия или катион-радикалом метилвиологена константы скорости
взаимного обмена, рассчитанные по теории внешнесферного переноса,
на 4 порядка меньше констант, определенных экспериментально в мо-
дельных соединениях. В то же время расчеты, выполненные в рамках
теории туннельного переноса, дают величины, близкие к эксперимен-
тальным [26]. Необходимо отметить, что рассчитанные константы весь-
ма чувствительны к величинам параметра вибрационной синхронизации
и константы затухания. Последние могут быть рассчитаны на основе
термодинамических данных, однако в большинстве случаев их приме-
нение в дальнейших расчетах не приводит к хорошему совпадению с
экспериментальными величинами.

Принимая константу затухания постоянной для разных металлопро-
теинов, Маук и соавт. [15] предложили полуэмпирическую формулу,
связывающую расстояние переноса электрона с константой скорости
взаимного обмена:

г = 0,62 — 0,035 In /г„

Уменьшенное на ван-дер-ваальсовский радиус, это расстояние соответ-
ствует глубкпе залегания активного центра, которая для цитохромов
составляет 0,34—0,69, пластоцианина — 0,28, азурина — 0,56 и высоко-
потенциальных железосодержащих белков·—0,58 нм. Активный центр
стеллацианина находится на поверхности глобулы, поэтому константа
скорости взаимного обмена этого белка использована при выводе по-
следнего уравнения. Применение его к переносчикам электронов, несо-
держащим металлы, приводит к результатам, которые хорошо корре-
лируют с рентгеноструктурными данными [56].

3. Экспериментальные данные о переносе электрона
в белковых комплексах и структурные представления

Константы скорости реакции в белковых комплексах принимают
значения порядка 103—1П7 л-моль~'-с^1 (табл. 4). Пары белков, обра-
зующие комплексы в электрон-транспортных цепях (цитохром с окси-
даза — цитохром с, цитохром с — цитохром Ьъ, пластоцианин — цито-
хром /, азурин — цитохром с551 и др.), реагируют значительно быстрее,
чем белки, которые таких комплексов не дают. Подобные пары обра-
зуются в результате электростатического взаимодействия положитель-
ных и отрицательных зарядов аминокислотных остатков, что было уста-
новлено на примере комплексов цитохрома с с цитохромом с, и цито-
хром с оксидазой [68], цитохрома Ъъ с метгемоглобином [69] и цито-
хрома Ь2 с цитохромом с [70]. Образование комплексов между белка-
ми, которые не являются физиологическими партнерами, возможно при
взаимодействии как противоположно, так и одинаково заряженных
участков [57, 70]. По-видимому, в этих случаях важную роль играют
силы гидрофобного взаимодействия.

Путем селективной модификации выявлены группы, участвующие в
образовании комплексов. В цитохроме с остатки Lys-13, -25, -27, -72, -79
находятся поблизости от гема и комплементарно взаимодействуют с
отрицательно заряженными Asp-48, -60, Glu-43, -44 и пропионатом гема
в цитохроме Ьь [63]. Во взаимодействии цитохрома с с цитохром с
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Таблица 4

Константы скорости переноса

Окислитель

Азурин
»
»

ВПЖБ
»
»

Пластоцианин
»
»
»
»
»

Цитохром с
»
»
»
»
»
»

[ДиТОХрОМ Cj

Цитохром сЪЪ1

Цитохром с
оксидаза
»

Восстановитель

цитохром с
цитохром с 5 5 1

цитохром с5 5 3

цитохром с2

цитохром с
»

цитохром /
цитохром са5з
ЦИТОХрОМ С 5 51

цитохром с
ЦИТОХРОМ Й53

цитохром с
цитохром csr,3
цитохром с 5 5 1

азурин
стеллацианин
цитохром Ъъ

флаводоксин семихинон
цитохром сг

цитохром с
стеллацианин
цитохром с

»

электрона

Т, °С

25
25
25
20
20
—
25
25
25
25
25
25
25
20
25
25
25
23,5
10
10
25
25

8

между белками (рН 6,1—7,6]

μ, Μ

0,1
0,1
0,05
0,02
0,02
0,21
0,1
0,1
0,1
0,1
0,05
0,10
0,05
0,02
0,05
0,1
0,1
0,18
1,02
1,02
0,1
0,1

0,05
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оксидазой принимают участие карбоксильные группы Asp-112, Glu-114,
-198 [71]. В паре физиологических партнеров цитохром Ьь — НАДН —
цитохром Ьъ редуктаза электростатическое взаимодействие реализуется
между комплементарными остатками Glu-47, -48, -52, пропионатом
гема и неустановленной шестой карбоксильной группой цитохрома Ьъ

[72]. В реакциях цитохрома с3 с гидрогеназой или ферредоксином участ-
вуют и остатки лизина, которые находятся на расстоянии 3 нм от ре-
докс-центров [73].

Рентгеноструктурные данные для индивидуальных белков позволили
построить модели комплексов и представить гипотетический путь пере-
носа электрона. В комплексе цитохрома с с цитохромом Ъь простети-
ческие группы почти копланарны, а расстояние между ближайшими
атомами порфиринового кольца составляет 0,85 нм [74]. Строение комп-
лекса цитохром с пероксидазы — цитохром с проанализировано более
подробно [75]. В этом комплексе остатки His-13, -27, -72, -86, -87,
Gln-12, -16 цитохрома с взаимодействуют с остатками Asp-79, -216,-37,
-34, Asn-87 и Gln-86 пероксидазы. В комплексе оба гема параллельны,
но их плоскости раздвинуты по вертикали на 0,68 нм. Расстояние-между
атомами железа равно 2,46 нм, а наименьшее расстояние между гема-
ми 1,65 нм. Авторы [75] считают, что перенос электрона в комплексе
осуществляется при миграции свободной валентности, тогда как в ра-
боте [76] предполагается, что этот процесс протекает путем туннели-
рования. Веским подтверждением туннельного переноса в рассматри-
ваемых системах является экспериментальное обнаружение комплекса
переноса заряда между гемом и гексацианоферратом, а также в комп-
лексе цитохром с — Р8 7 0 [77].

Построены также гипотетические модели комплексов цитохром Ьъ —
метгемоглобин [78] и флаводоксин — цитохром с [64]. В комплексе
цитохрома Ьъ с субчастицами метгемоглобина взаимодействуют отри-
цательные группы цитохрома Ъь и положительно заряженные — метге-
моглобина. Гемовые группы в комплексе расположены параллельно на
расстоянии 0,7—0,8 нм друг от друга, а расстояние между атомами же-
леза равно 1,6 нм. Поскольку последняя величина близка к соответст-
вующему расстоянию в комплексе цитохром с пероксидаза — цито-
хром с, то можно предположить, что перенос электрона между темами
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протекает путем туннелирования при активном участии пропионатной
группы гема в цитохроме Ьъ [79].

В образовании комплекса флаводоксина с цитохромом с принимают
участие Lys-13, -25, -27 и -29 цитохрома с и кислотные группы Glu-120,
-65, -62, Asr-58 в флаводоксине [64]. Наименьшее расстояние между
тиоэфирной связью Cys-I7 в цитохроме с и метильной группой при
С (7) флавина в флаводоксине составляет 0,34 нм. Расстояние между
атомами углерода в конъюгированных системах равно 0,57 нм. Плоско-
сти гема и флавина расположены под углом 30°,, что обеспечивает хо-
рошее перекрывание я-орбиталей и высокую скорость внутрикомплекс-
ного переноса электрона. Анализ рентгеноструктурных данных для ци-
тохрома с3 [80] и кинетических результатов для цитохрома cd4 [81]
подтверждает вывод о том, что для обеспечения высокой скорости внут-
римолекулярного переноса электрона необходима параллельная ориента-
ция гемов.

Экспериментальные данные о скорости переноса электрона в белко-
вых молекулах получены с использованием меченых пентааммиакатом
рутения белков [82—84]. Найдено, что скорость переноса электрона в
цитохроме с составляет 20 и 82 с"1 на расстояниях 1,4 и 1,6 нм соот-
ветственно. В молекуле азурина перенос электрона на активный центр,
находящийся на расстоянии 1,2 нм от метки, протекает медленнее
(1,9 с"1) [84]. Еще большее различие в скоростях наблюдается при
переносе электрона между субчастицами гемоглобина [85]. В этом белке
расстояние между ионами металла составляет 2,5 нм, а скорость пере-
носа электрона равна 60 с~'. Все эти результаты указывают на специ-
фику белковой глобулы и влияние природы активного центра. Весьма
важной представляется пространственная ориентация как атомов ме-
таллов, так и лигандов. Перенос электрона между активными центрами,
по-видимому, осуществляется путем туннелирования, однако не исклю-
чена возможность передачи валентности, а также участия в этом про-
цессе промежуточных ковалентных связей и ароматических аминокис-
лотных остатков.

III. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ
ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ ФЕРМЕНТОВ

Количественные данные о переносе электрона с участием ферментов
весьма немногочисленны, что объясняется их высокой специфичностью и
сложностью механизма действия. Лишь для некоторых ферментов были
подобраны реакционные серии, что позволило получить кинетические
данные о редокс-превращениях каталитически активных белков.

1. Окисление активного центра глюкозооксидазы

Окисление активного центра глюкозооксидазы хиноидными акцепто-
рами электрона протекает со скоростью от 3,5-103 до 1,5· 10е л-моль~'·
•с"1 [56]. Скорость реакции для соединений, обладающих я-хинонным
строением, увеличивается при увеличении редокс-потенциала акцептора
электрона. Между логарифмами констант скорости и потенциалом ак-
цепторов наблюдается линейная зависимость, которая описывается кор-
реляционной прямой с наклоном 8,4 В"1.

Неорганические комплексные соединения реагируют с восстановлен-
ной глюкозооксидазой медленно, несмотря на их высокий потенциал, но
скорость окисления гексациансферратом (III) значительно увеличива-
ется в кислой среде. При высокой ионной силе раствора фенантролино-
вый или дипиридиловый комплексы кобальта реагируют с указанным
субстратом со скоростью, близкой к скорости окисления его феррициа-
нидом, однако при уменьшении рН (до 4) скорость меняется значитель-
но меньше.

На основе полученных данных сделаны следующие выводы: 1) лими-
тирующей стадией процесса является одноэлектронный перенос, по-
скольку скорости реакций с участием одноэлектронных акцепторов —
тетрациано-и-хинодиметана и его анион-радикала — починяются брен-
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стедовской зависимости; 2) перенос электрона протекает по внешнесфер-
ному механизму; 3) производные о-хинонов образуют самостоятельную
группу акцепторов, которые обладают по сравнению с пара-производ-
ными повышенной реакционной способностью, определяемой орто-эф-
фектом; 4) низкая скорость окисления глюкозооксидазы неорганически-
ми соединениями обусловлена спецификой действия одноэлектронных
акцепторов, которая определяется наличием заряда.

Константы скорости взаимного обмена глюкозооксидазы, рассчитан-
ные по теории внешнесферного переноса, при большой ионной силе со-
ставляют 10~2—Ю~9 л-моль"1-с"1, а расстояние переноса электрона для
неорганических реагентов равно 1,1 —1,3 нм в нейтральной среде и 0,8—
0,9 нм в кислой области. В случае гидрохинона оно составляет 0,88 нм.
Эти различия в рассчитанных расстояниях определяются степенью про-
никновения реагентов в зону активного центра, что связано со структур-
ными изменениями белковой глобулы.

2. Реакции цитохрома Ь2 с акцепторами электронов

Константы скорости окисления цитохрома Ь2 органическими акцепто-
рами электронов зависят от редокс-потенциала соединений и меняются
в пределах 1,2· 104—4,7· 107 л-моль-1-с~' [86]. Между логарифмом кон-
станты скорости и величиной редокс-потенциала наблюдается линейная
зависимость, наклон которой равен 8,6 В"1, Восстановленный цитохром
Ь2 реагирует также и с неорганическими комплексными соединениями,
причем окислению подвергается гем, тогда как органические акцепторы
электронов взаимодействуют с другой простетической группой фермен-
та (ФМН). Константы скорости взаимного обмена с комплексными сое-
динениями, рассчитанные на основе кинетических данных, меняются в
пределах 1-Ю1—6,6-106 л-молы'-с" 1, а для n-бензохинона константа
составляет 1,6-103 л-моль"1-с"1. Особенно велика эта константа в слу-
чае дипиридилового комплекса кобальта, который реагирует в зоне "свя-
зывания цитохрома с. Расстояние переноса электрона для непроникаю-
щих комплексов равно 0,31—0,54 нм, а для п-бензохинона 0,36 нм. Эти
величины совпадают со значениями, полученными для других цитохро-
мов.

3. Закономерности переноса электрона в пероксидазном процессе

Для процесса катализа пероксидазой характерно образование ак-
тивных промежуточных состояний фермента — комплексов Et и Е2 [87].
Предполагается, что в соединении Е2 железо находится в феррильном
состоянии. В Ei один из окислительных эквивалентов существует в виде
порфиринового π-катион-радикала, а другой аналогичен эквиваленту
Е2. В цитохром с пероксидазе свободный радикал локализуется не на
порфириновом кольце, а на остатке Тгр-51 [88]. Окислительно-восста-
новительные потенциалы обеих форм ферментов мало зависят от рН и
составляют для перехода Е2/Е 0,963 В, а для EJEa 0,94 В [87].

Восстановление комплекса E t неорганическими соединениями проте-
кает в большинстве случаев по одноэлектронному механизму с образо-
ванием комплекса Е2. Константы скорости восстановления комплекса Ει
принимают значения 104—107 л-моль^'-с"1 (табл. 5). С исключительно
высокой скоростью реагирует производное рутения, содержащее в ка-
честве лиганда ароматическое соединение [89]. Феррипероксидаза так-
же восстанавливается сильными восстановителями до ферро-формы.
Стандартный потенциал этого перехода равен —0,25 В [93]. Сепулхрат
кобальта, стандартный потенциал которого равен —0,3 В, реагирует со
скоростью 7-Ю4 л-моль~'-с~', а дитионит почти на порядок быстрее
[92]. В реакциях феррипероксидазы с МВ+ наблюдается сильная зави-
симость скорости восстановления от ионной силы раствора. Рассчитан-
ный на основе этих результатов заряд пероксидазы равен —5. В работе
L90] показано, что при восстановлении цитохром с пероксидазы в состо-
янии Е2 комплексами железа наблюдается линейная зависимость меж-
ду изменениями свободных энергий реакции и активации, которая со-
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Таблица 5

Константы скорости восстановления пероксидаз при 25° С [89—92]

Пероксидаза Реагент* рн

7,0

7,0
7,0
5,26
5,26
5,26
5,26
5,26
5,26
6,93

6,83

6,3
6,3
7,0

и, м

0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
0,5*
1,0
2,0
1,0
0,11

0,11

0,15
0,15

Л - М О Л Ь " i -C~~ l

Цитохром с пероксидаза (Е2-ком-
плекс)

,2+

Пероксидаза из хрена (Еркомп-
лекс)
Пероксидаза из хрена (Е

2
-комп-

лекс)
Пероксидаза из хрена

Со(тпир)2

2+

Ru(NH3)5nHP

2+
Fe(CN) 6

4 -
Fe(CN) 6

4 -
Ре(дпир)
Ре(дмдпир)3

2 +

Ре(тмдпир)3

2+
Ρε(φεΗ)2(ΟΝ)2

Ре(фен)(СЫ)4

2-
Fe(CN) 6

4 -

Fe(CN) 6

4 -

Со(сеп)2+

so 2 -
MB+

1,1 - 1 0 s

9,5-10s

7,6-103

8,1· ΙΟ4

3,6· ΙΟ2

4,2-103

1,2-10*
3,4-ΙΟ4

8,0-105

8,5-ΙΟ5

1,8- ΙΟ4

7,0-ΙΟ4

5,0-ΙΟ5

4,9-ΙΟ5

Обозначения: тпир — терпиридил; дидпир — дметилдипиридил: тмдпир — триметилдипиридил.

• При 20°.

гласуется с теорией внешнесферного переноса. Константа скорости вза-
имного обмена, рассчитанная для ферроцианида, составляет 7,5·10~5 л-
•моль'-'-с"1, а для комплекса бис(трипиридил) Со(П) — 1,3-10'4 л -
•моль"1-с"1. Константа скорости взаимного обмена комплекса Е2 перок-
сидазы из хрена при использовании ферроцианида примерно на порядок
меньше (9-10~7 л-моль"1-с"1). Рассчитанные на основе этих данных
расстояния переноса электрона составляют для указанных трех случа-
ев 0,93, 0,95 и 1,1 нм соответственно.

В реакциях феррипероксидазы с восстановителями свободная энер-
гия процесса, меньше, чём реакция с участием комплексов Е,, или Е2, и
вероятность попадания системы в инвертную область уменьшается.
В наших работах [4] определена константа взаимного обмена при взаи-
модействии МВ+ с феррипероксидазой. Она равна 3,6 л-моль- 1-с 1, а
расстояние переноса электрона составляет 0,58 нм. Расчет в рамках
теории туннельного переноса при принятых по аналогии с феррицито-
хромом с Δ = 0,8 эВ и константой затухания 0,07 нм дал расстояние пе-
реноса электрона также 0,58 нм.

4. Окисление доноров электрона в лакказной реакции

Лакказа является одной из немногих оксидаз, которые восстанавли-
вают молекулярный кислород до воды в четырехэлектронном процессе.
Активный центр лакказы включает ионы меди трех типов, они находят-
ся в двухвалентном состоянии и все участвуют в каталитическом восста-
новлении кислорода. Лакказа является двухсубстратным ферментом,
катализирующим окисление гидроксильных производных бензола или
неорганических ионов молекулярным кислородом. Константа скорости
бимолекулярного взаимодействия активного центра лакказы с кислоро-
дом равна 1,6· 10е л-моль"1-с"1, а скорость окисления субстратов меня-
ется в пределах 1,0-105 —2,5- 10е л-моль-'-с"1 и зависит от природы фер-
мента [94, 95]. Константа скорости восстановления активного центра не
коррелирует с редокс-потенциалом доноров. Однако для одной из изу-
ченных лакказ [95] наблюдается повышенное значение бимолекулярной
константы в ряду гидрохинонов, содержащих заместители с неподелен-
ной электронной парой, несмотря на то, что введение заместителя уве-
личивает редокс-потенциал донора электронов. Подобный эффект за-
местителей обнаружен также при изучении предстационарной кинетики
восстановления в лакказе меди первого типа [96]. Предполагается, что·
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это обусловлено дополнительной координацией нуклеофильных заме-
стителей с атомами меди третьего типа. Именно этим объясняется зна-
чительное увеличение константы ингибирования фторид-ионом окисле-
ния 2,3-дициангидрохинона, поскольку сродство фторида к меди второ-
го типа также уменьшается при координации меди третьего типа с ази-
дом [97].

Кинетические данные о восстановлении активного центра лакказы
гидрохиноном и гексацианоферратом (II), полученные методом останов-
ленной струи [98], позволяют заключить, что реакция протекает по ме-
ханизму внешнесферного переноса. Отсутствие бренстедовской зависи-
мости в процессах восстановления кислорода обусловлено сложностью
механизма и четырехэлектронным восстановлением кислорода [98].

Важным вопросом в катализе лакказой является природа высокого
потенциала активного центра фермента. Спектроэлектрохимические из-
мерения редокс-потенциала лакказы в интервале 7—41° С дают следу-
ющие значения изменения термодинамических параметров и потенциа-
ла восстановления активного центра: А5 =—58,2 Дж/моль-К. и АН=
=—92,6 кДж/моль и Ε (25° С) = 7 8 0 мВ [99]. Сравнение энтропийного
и энтальпийного параметров с известными для одноцентровых металло-
протеинов позволяет заключить, что высокий потенциал синей меди обу-
словлен в основном стабилизацией лигандами, а эффекты сольватации
белка играют значительно меньшую роль.

IV. СКОРОСТЬ ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОГО ПРЕВРАЩЕНИЯ БЕЛКОВ

Существует глубокая аналогия между процессами переноса электро-
нов в растворе и электродными реакциями. В рамках простой модели
изотропной среды теория внешнесферного переноса дает следующее вы-
ражение, которое связывает скорость процессов в объеме раствора и на
поверхности электрода [43]:

где kh и к, — константы скорости соответственно бимолекулярного и ге-
терогенного процессов, Ph и Ps — число максимально возможных соуда-
,рений в объеме ( — 1011 л-моль- 1-с 1) и на поверхности (~104 см/с). При
помощи этого уравнения можно оценить скорость электрохимического
превращения белков на основе кинетических результатов, тогда как
представления о туннельном переносе [100] позволяют рассчитать ско-
рость на основе структурных данных о белковых молекулах.

1. Редокс-превращения белков на ртутном электроде

В ранних работах электрохимические свойства белков наиболее час-
то изучали на ртутных капающем или стационарном электродах. Пер-
вым и наиболее подробно исследованным белком был цитохром с [101].
В многочисленных работах, посвященных этому белку, обнаружена раз-
ная степень обратимости электрохимического превращения цитохрома с
на ртутных электродах. Авторы [102], а также [103], например, счита-
ют, что восстановление цитохрома с при низких концентрациях проте-
кает обратимо. Другие исследователи [104, 105] показали, однако, что
нативный цитохром с в отличие от гемина, восстанавливается с высоким
перенапряжением, достигающим 0,3 В, а гетерогенная константа скоро-
сти этого процесса весьма низка (10~10—10~и см/с). Наблюдаемое раз-
личие в электрохимическом поведении цитохрома с обусловлено, по-ви-
димому, разным составом среды и наличием примесей. Действительно,
недавно показано [101], что даже в высокоочищенных препаратах бел-
ка содержится примесь, которая существенным образом влияет на ско-
рость электрохимического превращения.

Исследование электрохимических свойств цитохрома с на ртутном
электроде позволило поставить вопрос о состоянии белковой глобулы на
его поверхности. Предполагается, что первые адсорбированные порции
белка «расплющиваются» и необратимо денатурируются на поверхно-
сти электрода [106, 107]. Согласно [108], разряд молекул цитохрома с
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осуществляется в порах монослоя. Адсорбция в них нативных глобул
5елка протекает обратимо. Площадь поры для цитохрома с составляет
4 нм2, что в 2,25 раза меньше площади сечения нативной молекулы бел-
ка. Необходимо отметить, что адсорбция цитохрома с на втором и по-
следующих слоях протекает медленнее по сравнению со свободной по-
верхностью ртути. Поэтому при большом перенапряжении перенос элек-
трона может лимитироваться обменом адсорбированных и свободно
диффундирующих молекул. В результате предельные токи не достига-
ют тех величин, которые получаются на основе уравнения Илько-
вича.

Цитохром с7, строение которого похоже на строение цитохрома с,
является трехгемовым белком. Этот низкопотенциальный гемопротеин
восстанавливается обратимо при —0,17 и —0,22 В [109]. Скорость про-
цесса определяется диффузией и перенос электрона не замедляется ад-
сорбцией белка. Другой цитохром, с553, обладает низкой молекулярной
массой, но его гемовое окружение отличается от окружения цитохрома
с. Электрохимическое превращение цитохрома сьг,3 протекает квазиобра-
тимо [110]. Катодное перенапряжение восстановления этого цитохрома
не превышает 40 мВ, а редокс-потенциал системы составляет 0,02 В.
Электрохимическое восстановление четырехгемового цитохрома с3 про-
текает обратимо с высокой константой скорости (>0,1 см/с), но ступен-
чато из-за неэквивалентности гемов в белковой молекуле [111, 112].

Частично расщепленный трипсином цитохром Ьь в условиях класси-
ческой полярографии образует хорошо выраженные волны и потенциал
полуволны находится вблизи его редокс-потенциала [113]. Нативный
цитохром Ьь, выделяемый с использованием детергентов, восстанавлива-
ется на ртутном электроде значительно труднее и с большим перенапря-
жением, а цитохром Р-450 вообще не восстанавливается [113]. Другие
гемсодержащие белки, природные функции которых заключаются в пе-
реносе кислорода — метмиоглобин и метгемоглобин, восстанавливаются
на электроде с большим перенапряжением и необратимо [114, 115].

При сравнении электрохимических свойств гемсодержащих протеи-
нов — переносчиков электронов выявляется, что быстрое электрохими-
ческое превращение претерпевают лишь низкомолекулярные белки, об-
ладающие небольшой молекулярной массой и низкими значениями ре-
докс-потенциала, величина которого коррелирует со степенью доступно-
сти гема для воды [116]. Следовательно, структурные особенности
строения молекулы белка играют значительную роль в процессах элек-
трохимического превращения. Безусловно, адсорбционные и ориентаци-
онные факторы также влияют на скорость процесса. Слабая адсорбция
и (или) агрегация цитохрома Ьйу по-видимому, является причиной мед-
ленной реакции, хотя активный центр имеет значительную площадь со-
прикосновения с водной средой.

На ртутном электроде изучены электрохимические свойства и других
белков. Восстановление ферредоксина высших растений протекает при
—0,33 В, а бактериального — при —0,325 В, и в электродной реакции
участвуют протоны [117]. Известные литературные данные указывают
на то, что ферредоксины растительного и микробного происхождения по-
разному ведут себя на электроде [118].

На основе сравнительного электрохимического исследования пяти
белков — ферредоксина, рубредоксина, флаводоксина, цитохрома с3 и
цитохрома с выяснено, что [119]:

1) положительно заряженный цитохром с3 с высокой скоростью вос-
станавливается на ртутном электроде, поскольку процесс осуществляет-
ся при потенциале ниже потенциала нулевого заряда ртути, а поли-L-
лизин ингибирует процесс;

2) бактериальный и растительный ферредоксины, так же как и.фла-
водоксин, заряжены отрицательно. Их редокс-потенциалы совпадают с
зарядом ртутного электрода. Поэтому высокая скорость электрохимиче-
ского превращения наблюдается лишь при наличии положительно заря-
женных поверхностно-активных веществ;
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3) положительно заряженный цитохром с медленно восстанавлива-
ется на положительно заряженном электроде в области редокс-превра-
щения белка.

Все эти факты позволяют сделать вывод о том, что электростатиче-
ское взаимодействие играет существенную роль при электрохимическом
превращении белков и восстановление положительно заряженных бел-
ков должно протекать медленно при положительном потенциале, боль-
шем потенциала нулевого заряда. Подобные трудности возникают и при
восстановлении отрицательно заряженных белков, если потенциал элек-
трода имеет более отрицательное значение, чем заряд белка. Неравно-
мерное распределение зарядов на поверхности глобул белка может при-
вести, однако, к тому, что эффективное взаимодействие будет наблю-
даться при одинаковом заряде электрода и белка или наоборот — про-
цесс не будет осуществляться несмотря на их противоположные заряды.
Примером могут служить данные о восстановлении отрицательно заря-
женных рубредоксина и флаводоксина, редокс-превращения которых не
протекают при положительном заряде ртутного электрода [119]. По-
видимому, в этих белках, как и в цитохроме с, ориентация диполыюго
момента такова, что он образует угол с гемом. Следовательно, при при-
ближении белковой молекулы к положительно заряженной поверхности
предпочтительно будут взаимодействовать побочные группы, а актив-
ный центр не будет непосредственно контактировать с электродом.

Электрохимическое восстановление ферментов, обладающих боль-
шей молекулярной массой по сравнению с переносчиками электронов,
протекает, как правило, с диссоциацией кофактора [114]. Даже в слу-
чае холестериноксидазы, в которой ФАД привязан к белку ковалентной
связью, адсорбция приводит к частичному освобождению кофактора и
электрохимические свойства системы определяются редокс-превращени-
ем ФАД в присутствии денатурированного белка [120]. Каталитически
активные фрагменты глюкозооксидазы, образующиеся при частичном
расщеплении нативной структуры фермента, восстанавливаются при
значении потенциала на 0,1 В больше потенциала восстановления ФАД
[121]. Более того, энзиматически восстановленный фермент окисляется
электрохимически с небольшим перенапряжением. Совпадение потен-
циала полуволны (£•/„) с редокс-потенциалом фермента и постоянство
£./, при изменяющейся концентрации фермента показывают, что фраг-
менты глюкозооксидазы превращаются обратимо. Нативная гликозоок-
сидаза реагирует квазиобратимо на платиновых электродах [122].

Другие изученные белки, в том числе флавопротеин из желтка яиц,
денатурируют при адсорбции на ртутном электроде с освобождением
кофактора, который восстанавливается в области редокс-потенциала
[121]. При адсорбции пероксидазы на амальгамированном золотом
электроде наблюдается окислительно-восстановительный процесс, кото-
рый, однако, связан с редокс-превращением дисульфидных связей [123].

2. Электрохимические реакции белков на твердых
электродах

В ранних работах показано, что электрохимическое превращение ци-
тохрома с на золотом, платиновом, никелевом, серебряном, др. металли-
ческих электродах, и на кремниевом полупроводниковом электроде
ρ-типа протекает необратимо [101]. Квазиобратимое превращение цито-
хрома с наблюдалось на оптически прозрачных электродах [124]. В ра-
боте [101] показано, что тщательно очищенный цитохром с превраща-
ется квазиобратимо на легированном оловом электроде из окиси индия
с гетерогенной константой скорости 4,9-10~3 см/с. Детальное исследова-
ние электрохимического превращения цитохрома с на твердых электро-
дах позволило выявить, что скорость процесса зависит не только от тща-
тельности очистки белка, но и от способа подготовки электрода и со-
става буферного раствора [125]. Имеющиеся данные убедительно де-
монстрируют, что цитохром с может обмениваться электронами с раз-
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ными электродами. При этом скорость процесса близка к величине, рас-
считанной на основе констант скорости взаимного обмена, которая рав-
на 0,1 см/с с учетом стерического фактора (0,025) [126].

Восстановление и окисление ферредоксина на электродах из пиро-
литического графита протекает обратимо лишь в присутствии ионов
магния [127, 128]. Электрохимическое превращение рубредоксина, фла-
водоксина и ферредоксина на этих же электродах в присутствии поло-
жительно заряженных ионов гексааммоний хрома или ионов магния
протекает или квазиобратимо, или обратимо [129]. Для быстрого пре-
вращения азурина ионы не требуются. Наблюдаемые явления могут
быть объяснены тем, что все изученные белки заряжены отрицательно
и обладают редокс-потенциалами, в области которых графитовая по-
верхность имеет отрицательный емкостный заряд. Положительно заря-
женные ионы концентрируются во внешней плоскости слоя Гельмгольца
и тем самым уменьшают отталкивающее действие электрода на рубре-
доксин, флаводоксин и ферредоксин. Слабое влияние положительно за-
ряженных ионов в случае азурина обусловлено высокой степенью спа-
ривания заряда между боковыми группами.

Электрохимическое окисление цитохрома Ъь на платиновых сетчатых
электродах происходит при 0,9 В, а восстановление фермента маскиру-
ется восстановлением воды [130]. Полученные данные указывают на
необратимость электрохимического превращения фермента. Спектро-
электрохимические исследования, однако, позволили выявить, что оба
кофактора — ФМН и гем обмениваются электронами независимым пу-
тем.

Электрохимическое превращение переносчиков кислорода протекает
весьма медленно. Показано [4], что электрохимическое превращение
метгемоглобина на электроде SnO2 протекает необратимо- с гетероген-
ной константой 5,2·10~8 см/с и коэффициентом переноса 0,29. Адсорб-
ция тетраэтиламмониевого иона увеличивает константу в 3 раза. Воз-
можно, это обусловлено изменением потенциала диффузного слоя элек-
трода при адсорбции поверхностно-активного катиона.

3. Окислительно-восстановительные превращения белков
на модифицированных электродах

Обсужденные выше результаты электрохимического превращения1

белков на твердых электродах показывают, что на скорость процесса
значительное влияние оказывает состояние интерфазы электрод-буфер-
ный раствор. Для ее направленного изменения применяют модификато-
ры (табл. 6). Электрохимическое превращение цитохромов на золотых,
углеродистых или платиновых электродах, модифицированных 4,4'-ди-
пиридилом или его серосодержащими аналогами, протекает при равно-
весном потенциале с высокой константой скорости, которая близка к
константе для хорошо изученной пары ферри/ферроцианид. Наряду с
этими четырьмя аналогами 4,4'-дипиридила известно несколько соеди-
нений — 4,4'-азопиридил и 2,5-быс(4-пиридил)-1,3,4-тиадиазол, а также
пурин и его производные, которые обладают способностью ускорять ре-
докс-превращение цитохрома с [133, 145]. Модификаторы, как правило,
содержат в концах молекулы по одному атому азота, имеют определен-
ную длину и сопряженную электронную систему. Другие, не соответст-
вующие этим требованиям, хотя и близкие по строению к 4,4'-дипириди-
лу соединения, такие как пиридин, пиразин, 4-фенилпиридин, 2,2'-дипи-
ридил и 1,2-бис-(4-пиридил)этан, не увеличивают электрохимическую
активность цитохромов.

Механизм действия модификаторов заключается в адсорбции этих
соединений на поверхности электрода и образовании слоя, на котором
адсорбируются белки [146]. Во взаимодействии белка с адсорбирован-
ным слоем принимают участие положительно заряженные лизиновые
остатки, что способствует ориентации гема к поверхности электрода.
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Таблшщ в

Электрохимические параметры белков, определенные на химически модифицированных
электродах

Белок

Цитохром с

»

»

»

Цитохром с3

Цитохром cdi

Цитохром с

Миоглобин

Ферредоксин

Пероксидаза

Цитохром с

»
»

Ферредоксин

Электрод

Аи

Аи

Аи
SnO2

С

Аи

С

Аи

Аи
Аи

Аи

Аи

Аи, Pt

С
Pf
n-Si

С

Модификатор

4,4'-дипиридил; 1,2-бис(4-
пиридил)этилен

б«с(4-пиридил)дисул1.фид;
быс(4-пиридил) сульфид

пурин
полиэтиленимид
4,4'-дипиридил

»

»

метилвислоген

»

"

1Ч,М'-ди(2-аминоэтил)дипири-
дил; метилвиологен; бен-
зилвиологен

Ы,Ы'-бис-[3-(триметоксилил)-
пропил]дипиридил

Ы-винил-4,4'-дипиридил
полиалкилированный ферро-

цен

Ν, Ν' - ди(3 - аминопропил)ди-
пиридил

Электрохимические параметры

ks , см/с

1,9-10-2

(2,1-8,9)-Ю-з

Ι,Ο-10-з

4,4-Ю"4

>ю-2

4,0-10~4

3,4-10-5

7,7-10-5

3,9-Ю-11

(59-6,5)-ΙΟ"5

(84—1,3)· 10' 5

<0,06

(2,4—8,7)-10~4

(1,8—3,5)-Ю-4

(1,6—4,0)-ΙΟ"3*
>10" 2 **

а

0,3

—

0,25

0,18
0,18

0,4—0,6

0,31—0,71

—

—

Ссылки

[131]

[132]

[133]
[134]
[135]

[131]

[135]

[136]

[136]
[137]

[138,139]

[140]

[141]

[142]
[143]
[144]

[145]

* Для бактериального ферредоксина; * * для растительного ферредоксина.

Механизм действия другого модификатора — полиэтиленимина, по-
видимому, также заключается в ориентации глобул белка [134]. Одна-
ко концентрационная зависимость потенциала редокс-превращения бел-
ка и зависимость тока превращения от времени модификации электрода
указывают, что полиэтиленимин не образует сплошного покрытия на
электродах.

В качестве модификаторов также используют полимеризованные на
золотых электродах виологены [136—140]. Константы электрохимиче-
ского превращения белков на таких электродах небольшие, однако, ко-
эффициент переноса (а) в некоторых системах близок 1 (см. табл. 6).
Действие поливиологенов в качестве промоторов электрохимического
превращения белков аналогично по своему механизму действию 4,4'-ди-
пиридила, что подтверждается электрохимической инертностью модифи-
каторов в области редокс-превращения белков. Кроме того, поливиоло-
гены являются сопряженными молекулами, в терминальных группах
которых содержатся атомы азота, что делает их похожими на дипи-
ридил.

Электроды, модифицированные N,N'-6HC[3- (триметоксисилил) про-
пил ]дипиридилом и родственными соединениями (см. табл. 6), содер-
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жат иммобилизованные виологены или ферроцен. Электрохимическое
превращение белков на этих электродах протекает по медиаторной схе-
ме [147]. Для цитохрома с процесс может быть изображен следующими
уравнениями:

МВ2+ + е X МВ+

МВ+ -f- цитохром с (окисл.)—> МВ 2 + + цитохром с (восст.)

В этом процессе константа скорости бимолекулярной реакции превыша-
ет 10s л-моль"1-с"1. Процесс лимитируется реакцией белка на поверхно-
сти электрода, поэтому ток прямо пропорционален квадратному корню
из скорости развертки потенциала [141, 144].

4. Электрохимическое превращение ковалентно
иммобилизованных ферментов

При иммобилизации глюкозооксидазы на графитовых электродах по-
средством хлористого цианура на дифференциальной импульсной вольт-
амперограмме наблюдается пик при —0,31 В [148]. Значение потенциа-
ла этого пика сдвинуто на 20 мВ в катодную область по сравнению с ад-
сорбированным на графитовом электроде ферментом и на 100 мВ в
анодную область по сравнению с редокс-превращением фермента в рас-
творе. Иммобилизованная оксидаза L-аминокислот, а также ксантино-
оксидаза превращаются при тех же значениях потенциала [149]. Эти
результаты демонстрируют возможность прямого переноса электрона к
флавиновым оксидазам. Однако нативность иммобилизованных фермен-
тов, т. е. их способность катализировать превращение субстратов, оста-
ется под вопросом. Дело в том, что изученные ферменты легко диссоци-
ируют на апофермент и кофактор. То, что восстановление этих белков
протекает при потенциале, отличающемся от потенциала восстановле-
ния адсорбированного ФАД, окончательно не доказывает нативности
фермента, поскольку это может быть связано с восстановлением ФАД,
который ассоциирован не в зоне активного центра. Такие эффекты,
например, наблюдаются при ассоциации ФАД с инертным белком [106].

Таким образом, переносчики электрона и окислительно-восстанови-
тельные ферменты реагируют подобно небелковым редокс-системам.
Специфика действия полипептидной цепи заключается в регулировании
потенциала активного центра и его ориентации в комплексах, в которых
осуществляется перенос электрона. Не исключена возможность того, что
боковые группы аминокислот принимают непосредственное участие в
переносе электрона на большие расстояния, как это было показано на
примере комплекса цитохром с пероксидаза — цитохром с [150]. Даль-
нейший прогресс в области изучения механизма переноса электрона в
белках в большой степени связан с выяснением вклада полипептидной
цепи в энергию активации и адиабатичность переноса. Весьма интерес-
ные результаты в данном направлении получены в работах [151—154].
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