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В обзоре рассмотрены наиболее общие физико-химические свойства
гидрогеназ, строение их активных центров и особенности каталитических
реакций с их участием. По содержанию железосерных кластеров в моле-
куле белка предложено подразделять гидрогеназы на одноцентровые и
многоцентровые. Гидрогеназы этих групп различаются по своей активно-
сти, физическим и кинетическим свойствам. Наибольшее внимание уделено
кинетическим характеристикам гидрогеназ, выявлена схема катализа, вы-
двинуты гипотезы о молекулярном механизме действия этих ферментов.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Процессы поглощения и образования молекулярного водорода в био-
логических системах, как правило, протекают при участии специфиче-
ского класса ферментов, для которых предложено тривиальное название
«гидрогеназы» [1].

Как общенаучный, так и практический интерес к этим ферментам
стимулируется рядом особенностей гидрогеназ.

Во-первых, детальное исследование механизма активации водорода
биологическими катализаторами может существенно продвинуть нас
в понимании физико-химических основ ферментативного катализа окис-
лительно-восстановительных реакций в целом.

Во-вторых, понимание механизма действия этих ферментов должно
намного облегчить поиск катализаторов реакций гидрогенизации-дегид-
рогенизации органических соединений, находящих широкое применение
в практике. Кроме того, большой интерес представляет непосредствен-
ное практическое использование гидрогеназ в реакциях, сопряженных с
окислением или образованием водорода.

В-третьих, гидрогеназы являются терминальными ферментами в про-
цессе образования водорода микроорганизмами [2—4], которые, в част-
ности, можно использовать для утилизации солнечной энергии с целью
промышленного получения водорода (биофотолиз воды) [5]. Кроме
того, существует возможность создания модельных биохимических си-
стем, осуществляющих фоторазложение воды на водород и кислород [6].

В-четвертых, весьма перспективной представляется возможность ис-
пользования ферментов в системах биоконверсии энергии. Биоэлектро-
катализ гидроганазами может быть положен в основу создания топлив-
ных электродов в электрохимических преобразователях (биотопливных
элементах) [7—11].

Гндрогеназы являются в достаточной степени распространенными
ферментами, обеспечивающими энергоснабжение ряда микроорганиз-
мов за счет окисления водорода. К настоящему времени хорошо изучены
метаболические пути у микроорганизмов, проявляющих гидрогеназную
активность, а также локализация и функции самих гидрогеназ. Имеются
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также многочисленные данные о биохимии этих ферментов (см. [12—
15]). Однако в литературе не встречаются сколь-нибудь общие взгляды
относительно каталитических свойств гидрогеназ, весьма неполно и про-
тиворечиво представлены кинетические характеристики отдельных фер-
ментов.

Целью данного обзора является систематизация данных о каталити-
ческих функциях гидрогеназ. Авторы не стремились включить в него
все, что известно в литературе об этом классе ферментов, а ставили сво-
ей задачей поиск наиболее общих закономерностей.

П. НЕКОТОРЫЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
ЖЕЛЕЗОСЕРНЫХ БЕЛКОВ

1. Гидрогеназы — железосерные белки

Первые предположения о наличии железа в активном центре гидро-
геназ основывались на существовании зависимости активности фермен-
тов от концентрации железа в среде роста микроорганизма [16]. Пря-
мое определение радиоактивным методом содержания железа во фрак-
циях, обладающих гидрогенаэной активностью, на различных стадиях
очистки препарата подтвердило наличие железа в гидрогеназах [17].
Кроме того, все авторы, начиная с 1943 г. [18], отмечали влияние комп-
лексонов железа на активность гидрогеназ. Наконец, путем прямого оп-
ределения, в том числе с применением атомно-абсорбционной спектро-
скопии, было доказано, что в активный центр гидрогеназ входит неге-
миновое железо [15].

В то же время привел к успеху большой цикл работ, посвященный
ингибиторному анализу гидрогеназ с помощью специфических реагентов
на SH-группы. В 60-х годах было установлено, что /г-хлормеркурийбен-
зоат, иодацетамид и мерсалил подавляют гидрогеназную активность
[19, 20]. Однако последнюю иногда можно реанимировать посредством
инкубации с восстановителями [20—22]. Показано [23], что при пнги-
бировании мерсалилом гидрогеназы из Clostridium pasterianum ионы
ртути взаимодействуют с атомами серы, приводя к удалению железа из
активного центра. Независимо было установлено наличие в гидрогена-
зах так называемой «кислотолабильной» серы, которая выделяется в
виде сероводорода при сильном подкислении препаратов [24—26].

В начале 70-х годов при исследовании гидрогеназы из Cl. pasteria-
num было обнаружено наличие 12 атомов железа и 12 атомов кислото-
лабильной серы в активном центре фермента [24]. Последующие рабо-
ты подтвердили, что железо и сера содержатся в гидрогеназах в эквн-
молярных количествах. Изучение оптических спектров гидрогеназ позво-
лило определить в активном центре хромофорную группу, отвечающую
железосерному кластеру. Разработка методов количественной экструзии
[27] дала возможность установить идентичность строения кластеров в
активных центрах гидрогеназ и низкомолекулярных железосерных бел-
ков. Структура и свойства последних изучены гораздо более полно по
сравнению с гидрогеназами. На примере ферредоксинов удобно рассмот-
реть закономерности поведения железосерных кластеров, чрезвычайно
важные для анализа каталитических свойств гидрогеназ.

2. Структура активного центра и окислительно-восстановительные
свойства низкомолекулярных железосерных белков

Бурное исследование железосерных белков началось с 1962 г., когда
был открыт ферредоксин из Cl. pasterianum [28]. Одним из отличитель-
ных свойств металлопротеидов этого класса является наличие негеми-
нового железа в активном центре [29, 30].

Ферредоксины обладают относительно низким молекулярным весом
(6000—30 000) [29]. Они различаются в основном структурой активного
центра. Белки lFe, или рубредоксины, содержат один атом железа, свя-
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занный с четырьмя атомами серы аминокислотных цистеиновых остат-
ков. Ферредоксины 2Fe— 2S кроме двух атомов железа содержат два
атома кислотолабильной серы. Наиболее интересен класс белков 4Fe —
4S. В него входят как ферредоксины, так и высокопотенциальные белки,
или HIPIP (High Potential Iron Protein), различающиеся потенциалами
окислительно-восстановительных переходов. Белки класса 8Fe — 8S и
более сложные не образуют самостоятельных структур, а формируют
активный центр из кластеров 2Fe — 2S и 4Fe — 4S.

Железосерные белки принято разделять на две группы по величине
потенциала окислительно-восстановительного перехода. Наиболее ши-
рок класс ферредоксинов, включающий белки 2Fe — 2S и 4Fe — 4S, по-
тенциалы которых лежат в отрицательной области (—0,3-:—0,4В).
Здесь и далее значение потенциала приводится относительно нормаль-
ного водородного электрода. К группе высокопотенциальных белков от-
носятся исключительно белки 4Fe — 4S с величинами потенциалов около
+ 0,3 В. Для объяснения указанного различия предложена гипотеза
«трех состояний» [31], согласно которой переходы в ферредоксинах и
HIPIP осуществляются между разными электронными состояниями кла-
стеров, определяемых соотношением атомов Fe 2 + и Fe3 +. Обнаружение
суперокисленных ферредоксинов (Fd8.0I) и супервосстановленных
HIPIP (HPs_red) позволило дополнить модель «трех состояний» и пред-
ложить окончательную схему окислительно-восстановительных перехо-
дов в белках 4Fe —4S [32]:

4Fe2+ Fe3 + + 3Fe 2Fes+ + 2Fe2+ 3Fe3+ + Fe2+

[Fe4S]° ~ [ F e 4 S 4 p <-* [Fe4S4]2 + <- [Fe 4S 4] 3 +

Fared Fd<«

H P s . r e d HPred

Заряд кластера здесь и далее соответствует сумме зарядов атомов же-
леза и кислотолабильной серы.

Исследование физических свойств позволило также выяснить при-
роду ферредоксинового перехода в 2Fe — 2S белках. Установлено, что
в окисленном состоянии кластера оба атома железа находятся в степе-
ни окисления + 3 ; восстановление кластера приводит к переходу одного
из атомов в двухвалентное состояние [33].

Примечательным является то обстоятельство, что железосерный кла-
стер представляет собой единую электронную структуру. Как показали
многочисленные исследования, атомы железа внутри кластера неразли-
чимы [30]. Для объяснения этого эффекта предложена гипотеза «анти-
ферромагнитного взаимодействия» [33], основанная на методе валент-
ных схем.

Как указывают многие исследователи (см., например, [34]), спект-
ральные характеристики кластеров 2Fe — 2S и 4Fe — 4S весьма схожи,
и иногда бывает невозможно идентифицировать тип кластера. Причиной
этого является связывание других хромофоров, а зачастую и влияние
самой полипептидной цепи. Преодолеть эти трудности удается примене-
нием метода магнитного кругового дихроизма [35] и воздействием ли-
нейного электрического поля, приводящим к изменению спектра ЭПР
[36]. Однако наиболее простой метод состоит в изучении спектров ЭПР
в 80%-ном диметилсульфоксиде при различных температурах [37].

Количество атомов железа в активном центре гидрогеназ кратно че-
тырем. Метод количественной экструзии в применении к 12Fe гидроге-
назам из С/, pasterianum [27] и Desulfovibrio vulgaris [38] показал на-
личие в них только кластеров 4Fe — 4S. Кроме того, существует целый
ряд ферментов, содержащих один кластер 4Fe — 4S на молекулу белка.
Однако при исследовании спектров ЭПР 12Fe гидрогеназы из Alcalige-
nes euirophus H16 [39, 40] наряду с двумя кластерами 4Fe — 4S были
обнаружены два кластера 2Fe —2S. Для других многокластерных гид-
рогеназ столь детального исследования проведено не было, но для осу-
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ществления водородного катализа, по-видимому, всегда необходимо на-
личие в активном центре фермента кластеров 4Fe—-4S. Рассмотрим
кратко свойства последних.

3. Физические свойства кластеров 4F — 4S
в низкомолекулярных белках

а) Оптические свойства

Спектры поглощения в видимой области для железосерных белков,
содержащих кластер в одинаковой степени окисления, идентичны.
В ряду

[ F e 4 S 4 ] 3 + > [ F e 4 S 4 ] 2 + > [ F e 4 S 4 ] i +

наблюдается падение величины поглощения при 400 им. Отношение
величин поглощения при 400 им и 280 нм является мерой отношения
хромофора к пептиду, оно обычно используется как индикатор чистоты
железосерного белка [34].

б) Магнитные свойства

Четное число неспаренных электронов в кластере предопределяет
отсутствие сипналов ЭПР. Таким образом, ЭПР недетектируемым явля-
ется состояние [Fe 4S 4] 2 + .

Кластеры [Fe 4Si] 1 + имеют характерный спектр ЭПР, относительно
слабо зависящий от полипептидного окружения. Наблюдается аксиаль-
ный или ромбический сигнал, средняя величина g-фактора составляет
около 1,96. Если исключить влияние пептида, записывая спектр в 80%-
ном диметилсульфоксиде [37], можно получить аксиальный сигнал с
параметрами: gL=\,94, g, |=2,05. Ферредоксины, содержащие два и бо-
лее железосерных кластеров, находящихся в состоянии [Fe 4 SJ 1 + , дают
более сложный сипнал ЭПР, что объясняется спин-спиновым взаимодей-
ствием [34].

Спектры ЭПР кластеров [Fe 4 S 4 ] 3 + гораздо более чувствительны к
полипептидному окружению. Они характеризуются фактором g>2
(один неспаренный электрон на четыре атома железа).

в) Влияние белковой глобулы

Белковая глобула может оказывать двоякое воздействие на свойст-
ва кластеров. Во-первых, она влияет на выбор оптимального окисли-
тельно-восстановительного перехода (ферредоксины и HIPIP). Во-вто-
рых, в зависимости от белка для одной и той же реакции возможна до-
статочно широкая вариация окислительно-восстановительного потенциа-
ла. Как отмечено в [34], потенциалы ферредоксинового перехода
([Fe4S4]

2+-<->-[Fe4S,,]1+) колеблются в пределах 650 мВ, а перехода
HIPIP ( [ F e 4 S 4 ] 3 + ^ [ F e 4 S j 2 + ) — до 750 мВ. В работе [41] были заре-
гистрированы конформационные изменения ферредоксина из С. acidiu-
rici в процессе восстановления. Картер с соавт., изучая высокопотенци-
альиый белок из Chromatium sp. методом рентгеноструктурного анали-
за, обнаружили [42], что при окислительно-восстановительном переходе
происходит изменение симметрии железосерного кластера. Белковая
глобула может за счет конформационного влияния стабилизировать или
дестабилизировать то или иное состояние кластера, воздействуя, с одной
стороны, на выбор оптимального перехода, с другой стороны, смещая
термодинамическое равновесие окислительно-восстановительной реак-
ции и, следовательно, ее потенциал.

В литературе имеются также указания на возможность наличия у
железо-серных белков двух кластеров 4Fe + 4S, сильно отличающихся
по величине потенциала одного и того же электронного перехода
[Fe4S4]

3 +4-v[Fe4S4]
2 +. Ферредоксин I из Azotobacter vinelandii [43] име-
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ет потенциалы —420 и +320 мВ, ферредоксин IV из Rhodospirillium rub-
rum [44] соответственно —380 и +355 мВ, ферредоксин I из Mycobacte-
rium flavum [45] 420 и +230 мВ.

Способность железосерных белков к деструкции кислородом воздуха
объясняется в основном лабильностью кластера. Было показано [46],
что взаимодействие кластера 4Fe—4S с О2 приводит к переходу одного
атома железа в раствор. Открытие кластеров типа 3Fe — nS подтверди-
ло этот вывод.

4. Кластеры 3Fe — nS

Впервые кластер 3Fe — nS был обнаружен в ферредоксине II из De-
sulfovibrio gigas [47]. Затем было показано, что ферредоксин из С1. ра-
sterianum при окислении феррицианидом также переходит в форму, со-
держащую подобный кластер [48).

При реконструкции ферредоксина II из D. gigas, содержащего пер-
воначально по одному кластеру классов 4Fe — 4S и 3Fe — nS [49], най-
дено, что избыток двухвалентного железа и S2~ ведет к образованию
исключительно кластеров первого типа. Повышение ионной силы или
снижение концентрации железа в растворе одинаково влекут за собой
появление значительной доли кластеров 3Fe — nS. Кроме того [49], воз-
можна непосредственная интерконверсия 4Fe — 4S«->-3Fe— nS. В жест-
ких окислительных условиях (в присутствии феррицианида или кисло-
рода) кластеры 4Fe—4S переходят в форму 3Fe — nS, высвобождая в
раствор один атом двухвалентного железа. Оказалось возможным про-
вести и обратный процесс: в восстановительных условиях под влиянием
дитиотреитола и солей железа кластеры 3Fe—nS способны переходить
в 4Fe — 4 S .

III. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ГИДРОГЕНАЗ

1. Окислительно-восстановительные свойства

Гидрогеназы способны как активировать молекулярный водород, так
и катализировать его выделение. Многочисленные эксперименты по вы-
делению и хранению ферментов в различных условиях показали, что
под воздействием кислорода воздуха гидрогеназа переходит в неактив-
ную форму, которую, однако, часто можно реактивировать инкубацией
с восстановителями. Представляет интерес проследить влияние окисли-
тельно-восстановительного состояния фермента на его активность.

Однако при изучении этого феномена в некоторых работах были до-
пущены серьезные ошибки. Авторы [50—53], измеряя активность гид-
рогеназы по скорости выделения Н2, определяли в сущности потенциал-
зависимость водородного электрода (см., например, [54]), т. е. равно-
весного выделения водорода из воды. Тем не менее в работе [51] досто-
верно установлена потеря активности ферментом в области потенциалов
меньше —480 мВ, в сильно восстановительных условиях.

Окислительно-восстановительное титрование гидрогеназы из Tliio-
capsa roseopersicina с применением различных доноров электронов по-
зволило определить потенциал активации (£=—27б±8 мВ) [55].

Хотя восстановление способствует активации гидрогеназ, однако пе-
ревосстановление активного центра также приводит к потере активно-
сти. Не вызывает сомнения ингибирующее действие восстановительных
агентов, в частности дитионита натрия, на активность гидрогеназ (см.
[13]). Наряду с необратимой потерей активности [56], многие авторы
указывают либо на слабое воздействие, либо на возможность реактива-
ции [20, 55, 57, 58]. Выше отмечалась инактивация гидрогеназы из С1.
pasterianum [51] при потенциалах ниже —480 мВ. Дитионит натрия в
низких концентрациях не влияет на скорость выделения водорода, кото-
рое протекает при участии фермента из D. vulgaris [59]; увеличение
концентрации восстановителя приводит к падению активности гидроге-
назы до нуля.
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Наряду с обычными, «двусторонними», существует ряд гидрогеназ,
способных в основном к поглощению водорода. Все они локализуются
в клетках микроорганизмов рядом с нитрогеназой, что, по-видимому, и
обусловливает их физиологическую функцию. Активность по выделению
водорода у «односторонних» гидрогеназ обычно на два порядка ниже
активности, измеренной по поглощению Н2 в тех же условиях. Для Rho-
dopseudomonas capsulata [60], Cl. pasterianum [52], Rhizobium japoni-
cum. [61] скорость выделения составляет 1—3% от скорости поглоще-
ния Н2; соответствующие активности «односторонней» гидрогеназы из
Azotobacter chroococcum [62] различаются в 200 раз.

Авторы [63] предположили, что перевосстановление «односторон-
них» гидрогеназ происходит уже в положительной области потенциалов
относительно водородного электрода в том же растворе. Таким образом,
в условиях, термодинамически выгодных для выделения водорода, гид-
рогеназа становится неактивной. Для фермента из Rh. capsulata [63]
потенциал инактивационного перевосстановления при рН 7,0 составил
—340 мВ. Эта величина зависит от рН: дЕ/дрН^—30 мВ. При рН 5,0
скорости выделения и поглощения водорода приблизительно совпадают.

2. Оптические свойства

Гидрогеназы имеют характерные для железосерных белков оптиче-
ские спектры. В видимой области наблюдается максимум поглощения
при длине волны около 400 нм. Коэффициенты экстинкции гидрогеназ
в расчете на атом железа обычно составляют 4000 л-моль^'-см"1, одна-
ко могут существенно отклоняться от этой величины [14, 15]. При вос-
становлении гидрогеназы до активного состояния различными агентами
(в том числе дитионитом натрия и водородом) поглощение при 400 нм
падает на 10—20% [ И ] .

3. Спектры ЭПР

Гидрогеназы дают сигналы ЭПР, характерные для железосерных
белков. По характеру изменения спектров ЭПР в процессе окисления-
восстановления активного центра гидрогеназы можно разделить на две
группы.

Одноцентровые, т. е. содержащие один кластер 4Fe—4S, ферменты
в окисленном состоянии имеют спектр ЭПР с g>2, весьма похожий на
спектры высокопотенциальных белков в окисленном состоянии, т. с. на
спектры кластера [Fe 4SJ 3 + . При восстановлении этих гидрогеназ сиг-
нал ЭПР исчезает. Следовательно, окислительно-восстановительный
переход в этой группе ферментов отвечает превращению [FeiS4]

3+-<->·
.-<-^[Fe4S4]

2+. Такие давные были получены для гидрогеназ из Th. roseo-
persicina и Rh. capsulata [63], Rhodospirillium rubrum [64—66], Chro-
matium vinosum [67] и Chromatiurn sp. [68]. Авторы последней работы,
как и авторы [63], отмечают, что окись углерода не оказывает влияния
на сигналы ЭПР гидрогеназ ни в окисленном, ни в восстановленном со-
стояниях.

Многоцентровые гидрогеназы (содержащие больше четырех атомов
железа в активном центре) ведут себя существенно иначе. Если в окис-
ленном состоянии они также дают сигналы ЭПР, похожие на сигнал
[Fe4S4]3 +, то после их восстановления наблюдаются спектры, характер-
ные для восстановленных ферредоксинов, т. е. для состояния кластера
[Fe4S4]1 +, с типичным g=l,94. Гидрогеназа из Megasphaera elsdenii, со-
держащая три кластера и а молекулу, в окисленном состоянии имеет
сигнал ЭПР с g>2, несколько нетипичный для HIPIP; при ее восста-
новлении проявляется характерный ферредоксиновый спектр [69]. Гид-
рогеназа из Cl. pasterianum, содержащая в активном центре 12 атомов
железа, наоборот, в восстановленном состоянии характеризуется нали-
чием в ферредоксиновом спектре дополнительного «экстраординарного»
сигнала [70]. В окисленном состоянии, как считают авторы, наблюда-
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ется только сигнал [Fe4S4]3 +. Количество кластеров 4Fe—4S в гидроге-
назе D. vulgaris равно трем [38, 71, 72]. Спектры ЭПР этой гидрогеназы
типичны для многоцентровых гидрогеназ [38, 73].

Окислительно-восстановительное титрование фермента из A. eutro-
phus #16, содержащего 12 атомов железа на молекулу, при различных
температурах в 80%-ном диметилсульфоксиде позволило различить
сигналы ЭПР двух 4Fe —4S- и двух 2Fe —25-центров [39, 40]. Элект-
ронные переходы происходят при потенциалах соответственно —445 и
—325 мВ.

Таким образом, одноцентровые гидрогеназы в окисленном состоянии
содержат кластер [Fe4S,J3+. При восстановлении они переходят в ак-
тивное состояние, отвечающее форме [Fe4S4]2 +. Окислительно-восстано-
вительные потенциалы указанных электронных переходов лежат, в ос-
новном, в отрицательной области (например, для 77г. roseopersicina при
—276 мВ [55]). Следовательно, гидрогеназы этого типа имеют свойства
низкопотенциальных HIPIP белков. Перевосстановление приводит, по-
видимому, к переходу в состояние [Fe 4 SJ 1 + , в котором ферменты явля-
ются неактивными.

Сложнее дело обстоит с многоцентровыми гидрогеназами. В восста-
новленном состоянии спектры ЭПР похожи на спектры кластеров
[Fe 4 SJ 1 + , в окисленном — на спектры [Fe4S4]3 +. Чен предположил, что
в гидрогеназе из Cl. pasterianum [52], содержащей три 4Fe — 4S центра
[27], имеются два кластера [Fe.,Sj]2+ и один кластер [Fe 4S 4] 1 + в окис-
ленном и два кластера [Fe 4 S 4 ] I + и один [Fe 4S 4] 2 + в восстановленном
состояниях. Однако одновременный перенос трех электронов (в интер-
вале изменения потенциала 50^-60 мВ) возможен только в случае стро-
го изолированных кластеров, тогда как имеющиеся данные свидетель-
ствуют о взаимодействии последних. Авторы [38] показали, что трех-
центровая (включающая три кластера типа 4Fe — 4S) гидрогеназа из
D. vulgaris в окисленном состоянии не содержит кластеров [Fe4S4]3 +.
Вид спектра, этой гидрогеназы, напоминающего спектр HIPIP, обус-
ловлен, по-видимому, спин-спиновым взаимодействием кластеров, на-
ходящихся в других степенях окисления ([Fe 4 SJ 2 + , [Fe4S4] I +). К сожа-
лению, более детально электронную структуру активного центра гидро-
геназы определить не удалось.

4. Взаимосвязь физических и каталитических свойств гидрогеназ

Представляет интерес сопоставление не только физических, но и
каталитических свойств одноцентровых и многоцентровых гидрогеназ.
Как видно из таблицы, активность последних как по поглощению, так
и по выделению водорода в среднем на два порядка выше по сравнению
с одноцентровыми. Ниже будет показано, что расщепление молекулы
водорода и обмен протонами с растворителем не лимитируют в реакци-
ях активации и выделения Н2.

Исходя из этого, можно предложить две гипотезы, касающиеся роли
железосерных кластеров в катализе. Согласно первой из них, кластер
представляет собой электронную структуру, стабилизирующую переход-
ное состояние и тем самым снижающую высоту активационного барьера
(см., например, [77]). С этой точки зрения маловероятным представля-
ется путь окисления водорода через промежуточное образование заря-
женных форм фермента (Е~, Е2~), как предполагается, например, в
[52]. Чрезмерная стабилизация промежуточного комплекса, наоборот,
приведет к увеличению высоты активационного барьера [77].

Согласно второй гипотезе, изменение симметрии железосерных кла-
стеров при окислительно-восстановительных переходах (см. выше) мо-
жет приводить к вынужденной стабилизации или дестабилизации одно-
го из электронных состояний под влиянием теплового движения белко-
вой глобулы, что приведет к понижению энтальпии активации за счет
энтропии.
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И то'ншк гндрогепазь!

Th. roseopersicina

Rh. capsulata

Rh. rubrum

Chromatium vlnosum

Ohromatium sp.

Megasphaera elsdenii

Cl. pasterianutn

D. vulgar is

Сравнительная характеристика физических и каталитических свойств

Содержание па моле-
кулу

Fe

4

4

4

4

4

12

12

12

S

4

4

4

4

4

12

12

12

Молекулярный вес

68 000(1x47 000,
1X25 000)*

73 000

67 000

61000—63 000

98 000
(2x50 000)*

50 000

60 000

50 000

Тип спектров ЭПР

окисленное
состояние

HIPIP

HIPiP

HIPIP

HIPIP

MIPIP

HIPIP
(нетипичный)

HIPIP

g=2,0

восстановленное
состояние

—

—

—

—

—

g=l,94

Fd-спектр;
g5£2,0

i±=l,86
£„=2,03

некоторых гидрогенез

Активность, мкмоль
Н2/мин-мг

поглощение Н2

1,2
19,0

0,075
0,83
1,1

0,26
1,8
2,5

—

210
78

—

1660

4600**
5000**

выделение
Н2

5,0

0,012

26,0
7,0

425

39

630
8400**

317
3960
4000**
5000**

3800
10 400**

Субстрат

MV
BV

MV
BV

мс

MV
BV

мс
MV

мс
BV
MV

MV

MV
Mv-;-Fd

MV
MV+Fd

MV
BV
MV

Ссылки

[55]

[74,75]

[64,65]

[67]

[22]

[68]

[69,71,76]

[24]

[52]

[72]

[71]

Обозначения: M V — метилвиологен, BV—бензилвиологен, МС — ыетиленовый синий.

• В скобках приведен субъединичный состав.
** Приводятся значения максимальных скоростей реакций.



Однако наличия железосерных кластеров в молекуле белка еще не-
достаточно для проявления гидрогеназной активности. В отличие от
одноцентровых гидрогеназ, низкопотенциальные HIPIP не катализиру-
ют ни выделения, ни поглощения водорода. Примером могут служить
ферредоксины из D. gigas [78] и М. flavutn [45], содержащие 4 атома
железа на молекулу и имеющие окислительно-восстановительные потен-
циалы соответственно —130 и —420 мВ, а также 6Fe ферредоксин из
Т. thermophills [79], потенциал которого равен —250 мВ.

5. Роль никеля в гидрогеназном катализе

Как показали исследования последних лет, весьма важным для про-
явления гидрогеназной активности является наличие никеля в активном
центре. Отправной точкой для этого вывода послужили эксперименты
по влиянию содержания никеля в культуральной среде на синтез гидро-
геназ в процессе роста микроорганизма. Как было показано [80], до-
бавление ЭДТА (в концентрации 150 мкмоль/л) в среду роста трех раз-
личных культур Azospirillium brasilense, A. lipoberum, Derxia gummo-
sa — не влияя я а существующую активность, подавляет синтез гидроге-
назы и только введение каталитических количеств ионов двухвалентно-
го никеля (10 мкмоль/л) позволяет снять ингибирующее действие
ЭДТА. В работе [81] была найдена корреляция между поглощением ра-
диоактивного 6 3Ni 2 + клетками Azotobacter chroococcum и их гидрогеназ-
ной активностью. Добавление ионов двухвалентного никеля в культу-
ральную среду Chromatium vinosum [82] приводит к повышению актив-
ности гидрогеназы в 3—6 раз, не оказывая влияния на скорость роста
микроорганизма.

Было обнаружено, что в процессе очистки гидрогеназы из Vibrio suc-
cinogenes [83] происходит вымывание никеля из препаратов. Как ука-
зывают авторы, зависимость активности фермента от концентрации Ni2+

представляет собой прямую, проходящую через начало координат.
Правда, отдельные точки этой прямой соответствовали образцам фер-
мента разной степени чистоты.

Участие никеля в гидрогеназном катализе подтверждается физико-
химическими данными. Спектр ЭПР фермента из Chromatium vinosum
[82, 84, 85] свидетельствует о том, что 4Fe — 4S кластер взаимодейству-
ет с никелевым центром. Воздействие последнего не проявляется в
атмосфере водорода. Невозмущенный спектр кластера удается на-
блюдать при его переходе в форму 3Fe — nS, которая, как указывают
авторы, неактивна в катализе. Никель, обнаруживаемый методом ЭПР,
найден также в гидрогеназах из М. thertnoautotrophicum [86], D. gigas
[87] и Ζ), vulgaris [38].

Спектры ЭПР никеля, присутствующего в гидрогеназе из D. gigas,
изучали при различных окислительно-восстановительных состояниях
фермента [87—89]. Было показано, что никелевый центр способен всту-
пать в реакции одноэлектронного обмена, изменяя степень окисления.
Потенциал этого перехода равен —220 мВ при рН 8,5 [88] и сильно за-
висит от рН (дЕ/дрН=—60 мВ) [89]. Таким образом, реакция явля-
ется протонозависимой, причем однократно протонируется форма Ni3 +:

+ e^Ni 2 + H+ (1)

Принимая во внимание характер окислительно-восстановительного
перехода (1), нормируем величины потенциалов при рН 7,0. Для много-
центрового фермента из D. gigas [88, 89] и одноцентрового из Chroma-
tium vinosum [85] получаются достаточно близкие значения (—140 и
—150 мВ соответственно). В активном состоянии гидрогеназы (вблизи
потенциала водородного электрода) Ni находится в двухвалентном со-
стоянии.

Авторы [85] предполагают, что никелевый центр является первич-
ным акцептором молекулы водорода. Считается, что атом Ni имеет
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октаэдрическое окружение с пятью занятыми и одним замещаемым ко-
ординационным местом. По данным ЭПР минимальное расстояние меж-
ду атомами железа и никеля в гидрогеназе из Chromatium vinosum не
превышает 12 А.

6. Особенности катализа гидрогеназой из A. eutrophus

Гидрогеназа из A. eutrophus включает еще одну группировку, участ-
вующую в водородном катализе, а именно флавинмононуклеотид (ФМН)
[57], что обусловливает ее НАДН-дегидрогеназную активность. Моле-
кула фермента (молекулярная масса 180 000-^200 000) содержит по
12 атомов железа и кислотолабильной серы, объединенных в два
4Fe — 4S и два 2Fe — 2S кластера [39, 40], и две молекулы ФМН [90].
Фермент состоит из четырех субъединиц, причем гидрогсназную актив-
ность проявляет только полная молекула [91], тогда как НАДН-дегид-
рогеназная активность сохраняется у субьедишщ с молекулярной мас-
сой до 60 000. Фермент из A. eutrophus обладает уникальными свойства-
ми, являясь одновременно гидрогеназой и НАДН-дегпдрогеназой. В про-
цессе окисления водорода, по-видимому, в результате внутримолекуляр-
ного переноса электрона, акцептором электронной плотности является
ФМН, который может затем реагировать с НАД, восстанавливая его
до НАДН. В работе [92] было показано, что метилвиологен способен
«снимать» электронную плотность на пути к молекуле ФМН. Отметим,
что восстановленный флавинмононуклеотид, как и НАДН, слабо окис-
ляется кислородом. В результате НАД должен реагировать с ФМН-Н
даже в аэробных условиях. Действительно, скорость восстановления
НАД водородом, катализируемого гидрогеназой из A. eutrophus Z\, в
открытой кювете и в анаэробных условиях практически одинакова [93].
Для фермента из A. eutrophus Я16 [94] отмечено конкурентное ингиби-
рование кислородом по Н2. На последующих стадиях электронная плот-
ность остается недоступной для О2. Таким образом, уникальная особен-
ность гидрогеназы из A. eutrophus состоит в том, что этот фермент спо-
собен проводить окисление водорода с последующим восстановлением
акцептора, имеющего низкий отрицательный потенциал, практически не-
зависимо от присутствия кислорода. Это неосуществимо пока больше ни
на одном катализаторе.

IV. ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ЭФФЕКТОВ НА АКТИВНОСТЬ ГИДРОГЕНАЗ

1. Роль ионной силы раствора

В литературе приводятся противоречивые данные относительно влия-
ния ионной силы раствора на активность гидрогеназ. Например, на фер-
менты из Paracoccus denitrificans [95, 96] и D. vulgaris [71] высокая
ионная сила оказывает ингибирующее действие. Активность гидрогена-
зы из Chromatium vinosum [67] значительно падает в присутствии суль-
фатов и хлорида кобальта. Ферменты из Chromatium sp. [22] ингиби-
руются ионами тяжелых металлов.

С другой стороны, гидрогеназа из Megasphaera elsdenii [69, 71] уве-
личивает свою активность при повышении ионной силы раствора. От-
мечено стабилизирующее влияние хлоридов в концентрациях больше
0,7 Μ на фермент из Rh. rubrum [97]. Гидрогеназа из Spirilina maxima
[98] инактивируется ионами меди и цинка, однако присутствие железа,
марганца, магния и кальция приводит к незначительной активации.

Противоречивость приведенных данных дает некоторые указания на
механизм влияния. Ионная сила, по-видимому, воздействует на белко-
вые глобулы. Очевидно, белки даже одного микроорганизма, по-разному
локализованные в клетке, могут обладать существенными различиями.
В заключение упомянем о сохранении активности гидрогеназой из
D. vulgaris [99] в лиофилизованном состоянии.
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2. Влияние комплексонов железа

В начале 70-х годов многие авторы обнаружили сильное ингибирова-
ние активности гидрогеназ комплексонами железа: α,α'-дипиридилом,
о-фенантролином, ЭДТА, CN", N3~ (см., например, [20, 100]). Однако
в дальнейшем было найдено, что указанные реагенты слабо влияют на
активность ферментов из Chromatium sp. [22] и D. vurgaris [101]. Гид-
рогеназы из Anabaena cylindrica [102] и E.'coli [103] не ингибируются
α,α'-дипиридилом, а фермент из Chromatium vinosum [67] не подвер-
жен влиянию CN~ и Ν3~· Более того, ЭДТА, α,α'-дипиридил и о-фенан-
тролин оказывают пролонгирующее действие против инактивации кис-
лородом гидрогеназы из Cl. pasterianum [104], a CN", N3~ и F~ не ока-
зывают влияния на ее активность в концентрациях до 10~2 Μ [105].

Хотя признано, что указанные комплексоны железа не являются ин-
гибиторами гидрогеназ [14, 15], до настоящего времени появляются ра-
боты, в которых отмечается падение их активности в присутствии ЭДТА,
CN~, N3~ [98]. Воздействие этих реагентов, по-видимому, связано с час-
тичной деструкцией железосерного кластера и, таким образом, должно
зависеть от устойчивости последнего. Действительно, в работе [102],
где обнаружено отсутствие влияния α,α'-дипиридила на активность гид-
рогеназы из A. cylindrica, отмечена устойчивость фермента к инактива-
ции кислородом. Необычайная стойкость кластеров из Chromatium sp.
к экструзии [106] хорошо согласуется с их нечувствительностью к комп-
лексонам железа [22].

Особо следует рассмотреть влияние окиси углерода. Ингибирующее
действие СО было найдено во всех работах, где изучали ее влияние на
активность гидрогеназ. Трудно предположить, что при этом происходят
какие-либо изменения в электронной структуре железосерного кластера,
поскольку СО не оказывает влияния на его спектр ЭПР [67, 68]. Уста-
новлено, что на активном центре фермента сорбируется одна молекула
СО [67, 102]. В реакции окисления водорода ингибирование окисью
углерода является конкурентным по Н2 [105, 107—109] и неконкурент-
ным по акцептору электронов [107, 108]. Таким образом, в рамках ги-
потезы о том, что никелевый центр является акцептором молекулы Н2,
а железо-серный кластер стабилизирует промежуточные состояния при
переносе электрона, ингибирующее действие СО становится легко объ-
яснимым. Окись углерода, очевидно, блокирует свободное координаци-
онное место никелевого центра, недоступное для более крупных комп-
лексонов. На это координационное место сорбируется также и молекула
водорода.

3. Механизмы инактивации гидрогеназ кислородом

Высокая чувствительность гидрогеназ к кислороду хорошо известна.
Поэтому выделение ферментов из строгих анаэробов старались иногда
проводить в условиях контролируемого отсутствия О2 [24, 100, ПО].
Дальнейшие исследования позволили отказаться от такого усложнения
биохимических методик. Были выявлены два механизма воздействия
кислорода на активность гидрогеназ: 1) обратимое окисление активного
центра, при котором сохраняется возможность реактивации его восста-
новителем, 2) медленная необратимая инактивация. Наличие последней
было доказано в работе [111].

Медленная необратимая инактивация на воздухе характерна для
всех гидрогеназ. Тем не менее фермент из A, eutrophus Z\ оказался бо-
лее стабильным при хранении на воздухе, чем в атмосфере инертного
газа или водорода [93]. Стабилизирующее действие окислителей отме-
чено также в работах [39, 40]. Кинетика необратимой инактивации гид-
рогеназ кислородом свидетельствует о ярко выраженном двухфазном
характере процесса [93, 112, 114], причем восстановленная форма фер-
мента является лабильной, а окисленная — стабильной [93]. Вывод о
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большой устойчивости к О2 окисленной гидрогеназы по сравнению с вос-
становленной подтверждается и другими данными [39, 71, 113].

Попытки стабилизировать гидрогеназы на воздухе в первую очередь
связаны с иммобилизацией. Двухфазный характер инактивации фермен-
та из CL pasterianum [114] сохранялся и после иммобилизации на стек-
лах, однако при этом достигалась его стабилизация. Степень блокиров-
ки активного центра фермента, определяемая по отношению его актив-
ности в присутствии низкомолекулярного (метилвиологен) и высокомо-
лекулярного (ферредоксин) переносчиков электронов, хорошо коррели-
ровала со стабилизирующим эффектом.

Оригинальный метод защиты от О2 был предложен в работе [115].
Иммобилизацией белка на заряженной поверхности полианионного ад-
сорбента можно создать микроокружение, в котором происходит «выса-
ливание газов». Адсорбция гидрогеназы из Cl. pasterianum на DEAE-
целлюлозе или Дауэкс 1-Х2 повышала стабильность фермента на воз-
духе в 20 + 25 раз. Было отмечено при низкой ионной силе выключение
также и водорода из контакта с гидрогеназой. Следовательно, таким
методом можно осуществлять реакцию только в направлении выделе-
ния Н2.

Наиболее интересным, однако, оказался другой путь стабилизации,
проясняющий механизм инактивирующего действия кислорода. Оказа-
лось, что комплексоны железа — ЭДТА, α,α'-дипиридил, о-фенантролин,
Chelex-100 — в концентрациях 0,01+0,5 Μ оказывают пролонгирующее
действие на гидрогеназу из Cl. pasterianum [104], а α,α'-дипиридил и
бензилвиологен [103] снижают скорость кислородной инактивации фер-
мента из Е. coli. Наконец, был обнаружен защитный эффект окиси угле-
рода против действия О2 и показано, что гидрогеназа из Chlamidomonas
reinhardi реагирует с одной молекулой кислорода на лимитирующей ста-
дии инактивации [116].

Сообщалось, что взаимодействие восстановленного фермента из
A. eutrophus Я16 с О2 приводит к появлению в растворе супероксидных
радикалов О-Г [117]. Последние, как и перекись водорода, сильнее инак-
тивируют гидрогеназы из Е. coli, Cl. pasterianum [103], Th. roseopersi-
cina и Rh. capsulata [118], чем молекулярный кислород. Возможно, это
один из факторов, обусловливающих относительную лабильность вос-
становленных форм ферментов. Однако на гидрогеназу из Л. eutrophus
#16 супероксильные радикалы не оказывали воздействия [94].

Деструкция кислородом железосерных кластеров в гидрогеназах до
некоторой степени аналогична интерконверсии в ферредоксинах. Кластер
4Fe — 4S способен переходить в форму 3Fe — nS с высвобождением
атома железа в раствор, в частности, под влиянием О2 [49]. Кластер
3Fe — nS считается неактивным в водородном катализе [82, 84, 85, 87].
Кроме того, в [84, 85] при исследовании спектров ЭПР гидрогеназы из
Chromatium vinosuni было найдено, что в результате интерконверсии
нарушается электронное взаимодействие железосерного и никелевого
центров, что также существенно для катализа. Предполагается, что из
кластера высвобождается ближайший к никелю атом железа. Однако
попытки провести реконструкцию гидрогеназ по аналогии с ферредокси-
нами [49] привели к возврату лишь следов активности для D. vulgaris
[119] и в ряде случаев не имели успеха. Существует, однако, косвенное
подтверждение предлагаемой гипотезы. Тот факт, что ионы двухвалент-
ного железа стабилизируют гидрогеназу из Azotobacter chroococcum,
препятствуя потере его активности [62], можно интерпретировать как
следствие их воздействия на кинетику деструкции кластера 4Fe — 4S,
происходящей с выделением иона двухвалентного железа в раствор.

Другим следствием воздействия кислорода на гидрогеназы является
быстрое обратимое ингибирование. Как уже указывалось, при выделе-
нии и хранении на воздухе ферменты находятся в неактивном состоянии.
Их реактивацию можно осуществить добавлением восстановительных
агентов. Кроме того, при окислении Н2 или дейтерообмене после неко-
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торого периода индукции возможен автокаталитический разгон реакции
[20, 57, 120—122].

Детальное исследование явления автокатализа было проведено на
примере ферментов из Th. roseopersicina [120] и A. eutrophus [93].
Было показано, что период индукции уменьшается или полностью сни-
мается при добавлении восстановительных агентов, например, дитиони-
та натрия, или незначительных количеств продукта, т. е. восстановлен-
ной формы акцептора электронов. Величина лаг-периода уменьшается
также при увеличении концентрации фермента [93, 120, 122, 123] и ак-
цептора электронов [120], что весьма характерно для реакций в авто-
каталитическом режиме [120]. Однако при восстановлении НАД водо-
родом, которое катализируется гидрогеназой из A. eutrophus Z\, наблю-
дается обратная зависимость: период индукции увеличивается с
повышением концентрации НАД [93]. Напомним, что НАДН ингибиру-
ет гидрогеназу из A. eutrophus Z\ [91], расщепляя ее на субъединицы.
Наложение эффекта ингибирования продуктом и приводит к такой экст-
раординарной зависимости.

Принципиальное значение имеет вопрос о механизме активации гид-
рогеназы: протекает ли оно под действием водорода, восстановленного
акцептора электронов или в результате профермент-ферментного вза-
имодействия. Данные по автокатализу свидетельствуют о том, что непо-
средственной активации фермента водородом не происходит. При окис-
лении водорода метилвиологеном [120] активация гидрогеназы из Th.
roseopersicina происходит исключительно за счет взаимодействия неак-
тивного фермента с восстановленным метилвиологеном. Следует, одна-
ко, отметить, что в данной реакции концентрации MV2+ была много боль-
ше концентрации фермента.

Изучение дейтерообмена гидрогеназы из A. eutrophus Я16 [123] по-
казало, что в растворе фермент может активироваться и без переносчи-
ка электронов, тогда как в иммобилизованном состоянии в отсутствие
фермент-ферментного взаимодействия для этого необходим свободный
переносчик электронов. Невозможность активации фермента непосред-
ственно водородом подтверждена также в работе [92]. Следовательно,
гидрогеназа, обратимо инактивированная кислородом, может восстанав-
ливать свою активность в автокаталитическом режиме за счет взаимо-
действия либо с восстановленной формой переносчика электронов, либо
с молекулами активного фермента.

В 1954 г. была предложена гипотеза «оксигвнации», согласно кото-
рой [122] обратимое инактивирующее действие кислорода сводится к
образованию комплекса, а не к окислительно-восстановительной ре-
акции:

где Е0 2 — неактивная, Ε — активная формы фермента. Кислород спосо-
бен выделяться из активного центра Фермента в результате диссоциа- \
ции. Таким образом происходит, как считают авторы [122], активация \
гидрогеназы.

Поскольку эта теория получила достаточно широкое распростране-
ние [13, 15], необходимо остановиться на ней подробнее. Доказатель-
ством «оксигенации» авторы [122] считают наличие корреляции между
«кислородпоглощающей» активностью восстановителя и степенью
уменьшения периода индукции для гидрогеназы P. vulgaris. Однако лаг-
период окисления водорода, катализируемом гидрогеназой из A. eutro-
phus, элиминируется как в результате глюкозооксидазной реакции (глю-
коза+глюкозооксидаза) [121], которая рассматривается как один из
лучших «деоксигенантов» в [122], так и при добавлении незначите.?!ь- I»
чых количеств НАДН (Ю-4 М) [93], весьма слабо взаимодействующего
•·; О2. Отметим, что потенциал окисления глюкозы в глюконат [124] ра-
вен —0,42 В [7]. Окислителем в этой реакции может выступать не толь-
ко кислород.
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Наконец, данные об окислительно-восстановительных переходах в ак-
тивном центре гидрогеназ при активации (см. выше) полностью проти-
воречат гипотезе «оксигенации».

Автокатализ происходит за счет микроколпчеств активной формы
фермента, которая неизбежно присутствует даже при больших положи-
тельных потенциалах. В растворе на начальных этапах реакции имеется
кислород, так что О2 реагирует с восстановленными формами фермента
и переносчика электронов. В результате этого и появляется зависимость
от концентрации кислорода, которая регистрировалась в [122]. Конку-
ренция между автокатализом и ингибированием реакции кислородом
приводит к появлению более сложных зависимостей скорости разгона,
в общем случае, от удельной активности гидрогеназы, окислительно-вос-
становительных потенциалов фермента и акцептора электронов, а так-
же от концентраций всех компонентов, включая О2. Указание на нали-
чие пороговой концентрации фермента имеется в работе [123].

4. Влияние ρ Η среды на катализ гидрогеназами

Влияние концентрации ионов водорода па кинетику реакций с уча-
стием гидрогеназ определяется большим числом факторов. В реакции

протоны являются продуктом. Следовательно, изменение их концентра-
ции влечет за собой смещение термодинамического равновесия, причем,
как известно, сдвиг равновесного водородного потенциала на каждую
единицу рН составляет 59,2 мВ. Таким образом, активность акцепторов
электронов в окислении Н2 также должна зависеть от рН. Действитель-
но, оптимальное поглощение водорода, как правило, достигается в об-
ласти щелочных рН, а оптимальное выделение—в области кислых рН
[13-15].

Однако для некоторых гидрогеназ, например, из Chromatium sp. [22],
Th. roseopersicina [125], Rh. capsulaia [126] в интервале рН 7—9 ско-
рость реакции окисления водорода метилвпологеном не зависит от кон-
центрации протонов. Кинетические закономерности катализа гидроге-
назами будут рассмотрены в следующей главе.

Концентрация протонов может влиять не только на термодинамиче-
ские и кинетические параметры самой реакции, но π ma целый ряд дру-
гих факторов. Во-первых, не исключено наличие поногенных групп в
белке, влияющих на катализ. Во-вторых, окислительно-восстановитель-
ные переходы жслезосерных кластеров и никелевых центров также за-
висят от рН. В-третьих, концентрация протонов может влиять на свой-
ства переносчика электронов и восстановительного агента. Например,
авторы [19] наблюдали сдвиг оптимума рН в реакции дейтерообмена,
катализируемой гидрогеназой из D. desulfuricans, при активации раз-
личными восстановителями.

Считается, что восстановленная форма метилвпологена в области
рН<6,0 способна протонироваться и обесцвечиваться [15]. Фернандес
с соавт. [126] объяснили наблюдавшиеся другими авторамп эффекты
обесцвечивания MV+ в кислых растворах потерей восстановительной
способности дитиснита натрия, окислительно-восстановительный потен-
циал которого зависит от рН. При восстановлении металлическим цинком
метплвиологена коэффициент экстинкции восстановленной формы по-
следнего не зависел от рН вплоть до значения 5,0 [127].

V. КИНЕТИКА РЕАКЦИЙ, КАТАЛИЗИРУЕМЫХ ГИДРОГЕНАЗАМИ

Как в природе, так и в искусственных системах гидрогеназы способ-
ны выступать в качестве катализаторов реакций двух типов. С одной
стороны, они активируют молекулярный водород для последующих пре-
вращений, в том числе для окисления Н2. С другой стороны, гидрогена-
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зы способны катализировать выделение водорода. Реакции дейтерооб-
мена и орто — παρα-конверсии водорода включают оба процесса. В це-
лом эти ферменты ускоряют установление равновесия в системе:

Приведенные реакции могут быть использованы для измерения гид-
рогеназной активности. Особо следует рассмотреть методики, связанные
с выделением водорода. Было найдено [128], что при встряхивании ре-
акционной смеси с частотой больше 200 циклов в минуту процесс выде-
ления Н2 не контролируется диффузией. Указанные условия использу-
ются до настоящего времени в большинстве работ. Однако, судя по по-
следним данным [63], невозможно достичь независимости скорости вы-
деления водорода от скорости перемешивания и величины поверхности
раздела между жидкой и газовой фазой, т.е. процессы, связанные с вы-
делением Н2, все же осложнены диффузией. Способ определения кон-
центрации водорода в растворе на электроде Кларка [129] также имеет
ряд недостатков. Кроме того, выделение Н2 из восстановленных форм
метилвиологена и других переносчиков электронов может быть осложне-
но перевосстановлением гидрогеназы. Поэтому основное внимание мы
уделим кинетике процессов, связанных с активацией водорода.

1. Активация молекулы водорода в активных центрах гидрогеназ

Предполагалось, что лимитирующей стадией процесса является раз-
рыв молекулы Н2 в активном центре гидрогеназ [125]. Однако порядок
реакции окисления водорода метилвиологенов в присутствии гидрогеназ.
из 77г. roseopersicina [130] и Rh. capsulata [126] по Н2 равен нулю. Изу-
чение изотопного эффекта, наблюдающегося при замене водорода на дей-
терий в процессе активации с участием гидрогеназ из A. eutrophus,
D. desulfuricans и Rh. japonicum [92, 131, 132] подтвердило, что разрыв
молекулы Н2 является стадией, определяющей скорость реакции.

Принципиальным для катализа является вопрос о природе этого раз-
рыва. Имеется мнение, что расщепление водорода в активном центре
гидрогеназ происходит гетеролитически. Это мнение основано, в част-
ности, на работе [133], в которой при изучении катализируемого гидро-
геназой изотопного обмена между Н2 и D2O в газовой фазе был обнару-
жен только полупродукт HD. Однако позднее [128] в этой же системе
был обнаружен конечный продукт обмена D2.

В дальнейшем было предложено [22] сравнивать скорости образо-
вания продуктов реакции обмена HD и Е>2. Соотношение скоростей
£Ήϋ/ί>Β2 (VSB/VH2) зависит от целого ряда параметров, например, от концен-
трации и активности фермента, так что ее численные значения не могут
служить характеристикой системы. Тем не менее следует отметить, что
при проведении реакций обмена с участием гидрогеназ из: Chromatium
sp. [22], D. desulfuricans [134], D. vulgaris [128], Th. roseopersicina
1135], A. eutrophus [123], Rh. japonicum [132] скорости образования
HD совпадали по порядку величины со скоростями образования D2 и,
как правило, были не меньше последних. По мнению авторов [22], это
следует рассматривать как несомненное свидетельство в пользу меха-
низма гетеролитического разрыва молекулы Н2, поскольку на платино-
вом катализаторе продукт состава HD, в отличие от D2, практически от-
сутствует. Однако платина представляет собой многоцентровый катали-
затор, таким образом, каждый атом водорода после разрыва молекулы
ведет себя независимо, в то время как активный центр гидрогеназы яв-
ляется изолированной электронной системой со строго обозначенными
окислительно-восстановительными электронными переходами.

Отношение скоростей образования полупродукта и продукта обмена
падает при повышении концентрации фермента, что свидетельствует на-
ряду с приведенными выше данными в пользу модели:
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В работе [128] была обнаружена независимость отношения HD/D2 от
парциального давления водорода. Этот факт не является опровержением
модели (2), поскольку он может найти объяснение и в рамках этой схе-
мы, например, при совпадении порядков реакций образования HD и D2

по Н2.
Зависимость скорости дейтерообмена на гидрогеназе из Rh. japo·

nicum [132] от рН симбатна влиянию рН на скорость выделения водоро-
да. В то же время наблюдается относительная независимость скорости
поглощения Н, от концентрации протонов в тех же пределах.

Приведенные результаты свидетельствуют в пользу механизма ак-
тивации водорода через промежуточное образование фермент-гидрид-
ного комплекса ЕН~. Серьезных фактов, противоречащих этому механиз-
му, в литературе нет. Более того, в ряде работ по кинетике реакций с
участием гидрогепаз имеются прямые указания на возможность протека-
ния процесса через промежуточное образование ЕН~ [52, 123, 128, 132].

Однако это еще не позволяет сделать выводы о механизме активации
и расщепления молекулы водорода в активном центре гидрогеназ. Умест-
но привести энергетический цикл превращения между Н2 и протонами
[136] (численные значения указаны в ккал/моль):

Н 2 ^ 2 Н
308 i J/2X312

Для реакций в водной среде необходимо учесть энергии сольватации
[137], таким образом, на гетеролитический разрыв молекулы водорода
в растворе необходимо затратить всего 33 ккал/моль.

Одноцентровые гидрогеназы в активном состоянии содержат кластер
[Fe4S4]3 + и Ni2+. He исключена возможность и гемолитического разры-
ва молекулы Н2 за счет перераспределения электронной плотности и
образования связи ковалентного типа. Затем в результате протекания
быстрой внутримолекулярной реакции в активном центре гидрогеназы
может происходить высвобождение протона и образование формы ЕН
с целью компенсации энергетических затрат.

Перейдем к обсуждению активации молекулы Н2, происходящей в
активном центре гидрогеназ в процессе ее окисления. Сначала рассмот-
рим вопрос о взаимном влиянии двух субстратов: акцептора электронов
и Н2. Как уже было указано, окись углерода является конкурентным
ингибитором по водороду и неконкурентным по акцептору электронов.
При изучении взаимного влияния Н2 и окисленной формы метилвиоло-
гена было найдено, что в случае гидрогеназ из Cl. pasterianum [108,
138], Μ. thermoaulotrophicum [109], Rh. japonicum [107] эти субстраты
реагируют с различными участками активного центра. С другой стороны,
достаточно сильно отличающиеся по природе акцепторы — высокомоле-
кулярный цитохром с3 и низкомолекулярный метилвиологен — взаимо-
действуют с одним и тем же участком активного центра гидрогеназы
D. vulgaris [139]. Таким образом, в реакции окисления водорода моле-
кулы акцептора электронов и Н2 присоединяются каждый к своему
участку активного центра гидрогеназ.

Процессы активации водорода гидрогеназами происходят достаточно
быстро. В реакции окисления Н2, катализируемой одноцентровыми фер-
ментами из 77г. roseopersicina [130] и Rh. capsulata [126], наблюдается
нулевой порядок по водороду. Этот факт является довольно неожидан-
ным для кинетики процессов с участием гидрогеназ. Ранее в процессе
окисления Н2 метилвиологеном для гидрогеназ из С/, pasterianum [108,
138] и D. vulgaris [140] зависимость от концентрации водорода описы-
валась классической функцией Михаэлиса. Ненулевой порядок по Н2

проявляется и при окислении последнего метиленовым синим в присут-
ствии гидрогеназы из Rh. japonicum [107].

Отличие ферментов из Th. roseopersicina и Rh. capsulata от фермен-
тов из Cl. paslerianum и D. vulgaris состоит в том, что первые относятся
к одноцентровым, а последние к многоцентровым гидрогеназам (см.
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таблицу). Физические свойства фермента из Rh. japonicutn изучены сла-
бее, но, как показано в работе [61], в нем содержится 12 атомов железа
на молекулу белка.

Кинетические параметры реакций с участием гидрогеназ этих групп
также по-разному зависят от рН. В процессе окисления водорода метил-
виологеном с участием фермента из Cl. pasterianum [108] отношение
максимальной скорости реакции к константе Михаэлиса (VimJKii) уве-
личивается при уменьшении концентрации протонов в интервале рН
8-^10. При этом VMaKC не изменяется, а Км резко падает. Это косвенно
подтверждает вывод о том, что окисленная форма метилвиологена реа-
гирует с фермент-гидридным комплексом ЕН~. В остальных случаях,
к сожалению, не удается строго выявить влияние рН на кинетику реак-
ций.

Что касается одноцентровых гидрогеназ из 77г. roseopersicina [125]
и Rh. capsulata [126], то в протекающей с их участием реакции окисле-
ния Н2 метилвиологеном в диапазоне рН 7—9 максимальная скорость и
константа Михаэлиса не зависят от концентрации ионов водорода. Пара-
метры полной кинетической кривой остаются неизменными при варьи-
ровании рН в тех же пределах [130].

Тот факт, что скорость ферментативной реакции может проявлять ну-
левой порядок по концентрациям субстрата и продукта, встречает не-
понимание в литературе. Так, авторы обзора [15], критикуя результаты
из [125], утверждают из общих соображений, что скорость окисления
водорода «должна» зависеть от рН.

Рассмотрим наблюдаемые зависимости с учетом известных законо-
мерностей протекания одномаршрутных каталитических реакций в ста-
ционарном режиме (см., например, [141]). Концентрация продукта не
входит в уравнение скорости таких реакций, если стадия его выделения
необратима. Для исключения влияния субстрата необходимо, кроме то-
го, чтобы его присоединение происходило намного быстрее остальных
стадий реакции. Следовательно, нулевой порядок реакции означает, что
присоединение молекулы водорода и высвобождение протонов из актив-
ного центра одноцентровых гидрогеназ 77г. roseopersicina и Rh. capsula-
ta протекают намного быстрее остальных, в том числе окислительно-вос-
становительных стадий.

В работе [130] была подробно изучена кинетика реакции окисления
водорода метилвиологеном, катализируемой гидрогеназой из 77г. ro-
seopersicina. Для выявления последовательности стадий были опреде-
лены зависимости \/VMmx и KMIVMRKC ДЛЯ обоих субстратов от рН и кон-
центрации второго субстрата. Кинетический анализ позволяет выбрать
единственную последовательность:

Н2—Н+

где стрелкой обозначены необратимые стадии. Таким образом, согласно
[130], акцептор электронов реагирует с фермент-гидридным комплек-
сом ЕН~; после отщепления второй молекулы акцептора из активного
центра фермент остается в протонированной форме.

Итак, кинетические данные подтверждают вывод о том, что актива-
ция молекулы водорода в активном центре гидрогеназ приводит к обра-
зованию фермент-гидридного комплекса.

На примере рассмотренных ферментов можно проследить кинетиче-
ские различия многоцентровых и одноцентровых гидрогеназ. В то время
как кинетические параметры реакций окисления водорода на одноцент-
ровых гидрогеназах не зависят от рН и концентрации Н2, на многоцент-
ровых ферментах реакция имеет ненулевой порядок по водороду и про-
тонам. Если бы скорости окислительно-восстановительных стадий для
обеих групп ферментов были сравнимы, отсюда следовало бы, что рас-
щепление молекулы Н2 на многоцентровых гидрогеназах должно проте-
кать медленнее, чем на одноцентровых. Однако на опыте наблюдается
обратное соотношение: активность многоцентровых гидрогеназ в сред-
нем на два порядка выше, чем одноцентровых. Таким образом, скорости
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окислительно-восстановительных стадий значительно выше в случае
многоцентровых гидрогеназ, чем одноцентровых. В этом и заключается
их основное кинетическое различие.

Было бы интересно сравнить также скорости образования фсрмент-
гидридного комплекса для обеих групп гидрогеназ. Однако для этого
необходимо знать зависимость константы Михаэлиса (по водороду) от
рН. К сожалению, в литературе нет таких данных. Гидрогеназа из
Th. roseopersicina [130] образует ЕН~ со скоростью, характеризуемой
константой порядка 103 мин"1. Эта величина сравнима с константами
скорости реакций, катализируемых многоцентровыми гидрогеназами,
(их вычисляют из максимальных скоростей [13,14], см.таблицу), кото-
рые имеют порядок 10*—10й мин"1. Таким образом, активация молекулы
водорода с образованием фермент-гидридного комплекса осуществляет-
ся одинаково быстро обеими группами гидрогеназ. Поскольку железо-
серные кластеры одноцентровых и многоцентровых ферментов обладают
весьма различными свойствами, можно предположить, что активация
молекулы водорода происходит не на кластере. Этот вывод хорошо со-
гласуется с гипотезой о том, что акцептором молекулы Н2 является ни-
келевый центр.

Обращает на себя внимание тот факт, что образование фсрмепт-гид-
ридного комплекса ЕН~ в активном центре гидрогеназ происходит с
чрезвычайно высокой скоростью. Гетеролитический разрыв молекулы И,
в условиях металлокомплексного катализа [142] протекает в 10*4-10°
раз медленнее. Однако пока не ясно, какой именно механизм обуслов-
ливает столь высокие скорости ферментативных реакций по сравнению
с реакциями на известных модельных катализаторах.

2. Окислительно-восстановительные стадии

Рассмотрим взаимодействие фермента с акцептором электронов в
реакции окисления водорода. Во-первых, следует отметить, что для всех
ферментов характерна зависимость их каталитических свойств от мно-
гих факторов. Так, было найдено, что цитохром С3 значительно стиму-
лирует активность гидрогеназы из D. desulfuricans [131]. Более того,
скорость выделения водорода из восстановленной смеси метилвиологс-
на и цитохрома С3 под действием этой гидрогеназы превышает сумму
скоростей его выделения из MV и цитохрома, взятых в отдельности
[139]. Ингибиторный анализ показал, что оба акцептора взаимодейст-
вуют с одним и тем же участком активного центра в ферменте.

Во-вторых, как указывают некоторые авторы [108, 123], реакция
дейтерообмена, протекающая в активных центрах гидрогеназ может
включать окислительно-восстановительные стадии, обусловленные фер-
мент-ферментным взаимодействием. Добавление акцептора электронов
приводит к ингибированию дейтерообмена с участием гидрогеназ из
С/, paslerianum [108], A. eutrophus [123], Rh. japonic-urn L132]. После
полного восстановления акцептора дейтерообмеп возобновляется. Сле-
довательно, путь, связанный с восстановлением переносчика электронов,
является предпочтительным.

Наконец, как было установлено выше, окислительно-восстановитель-
ные стадии являются лимитирующими в катализе гидрогеназамн окис-
ления молекулярного водорода.

Зависимость скорости окисления молекулярного водорода, катали-
зируемого гидрогеназами, от концентрации одноэлектронного акцепто-
ра (метилвиологен, бензилвиологен), как правило, описывается функ-
цией Михаэлиса. Однако при катализе гидрогеназами из М. elsdenii [71,
76] и D. vulgaris [53] зависимость обратной величины скорости выделе-
ния водорода от обратной концентрации метилвиологена является нели-
нейной. Это можно объяснить побочными эффектами, например, обра-
зованием димеров восстановленной формы метилвиологена [143], диф-
фузией или перевосстановлением фермента, поскольку в [53, 76] нели-
нейная зависимость скорости выделения водорода в координатах
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Лануивера — Берка сочеталась с линейной зависимостью его поглощения.
Кроме того, в работе [71] найдено, что реакция выделения Н2 имеет пер-
вый порядок по метилвиологену для той же гидрогеназы D. vulgaris,
(штамм Hildenborough) (ср. [53]).

В то же время в работах [59, 139, 140] при использовании гидрогена-
зы из D. vulgaris (штамм Miyazaki) была найдена квадратичная зави-
симость скоростей поглощения и выделения водорода от концентрации
метилвиологена. Объяснение этому противоречию будет дано несколько
позднее.

За редкими исключениями, обычно наблюдается первый порядок
реакции окисления (и образования) водорода по акцептору электронов.
Метилвиологен и бензилвиологен являются одноэлектронными медиато-
рами, и взаимодействие их с активным центром фермента в процессе
реакции должно быть разделено необратимой стадией [130, 141].

В работах [126, 130] была подробно изучена кинетика взаимодей-
ствия фермент-гидридного комплекса с акцептором электронов. Ско-
рость реакции окисления водорода связана с концентрацией акцептора
электронов выражением типа уравнения Михаэлиса, причем вид интег-
ральной кривой зависит от концентрации восстановительной формы ак-
цептора. Кажущаяся константа Михаэлиса пропорциональна концент-
рации восстановленной формы акцептора электронов. Таким образом,
уравнение скорости процесса имеет вид:

V [ S 1 (3)
Км + [S] + К'р [В]

где [S] и [Р]—соответственно концентрации субстрата и продукта,
КР' — константа связывания продукта.

В процессе кинетического анализа были рассмотрены различные воз-
можные механизмы, в том числе механизм с обратимой каталитической
стадией, общая схема ингибирования продуктом и механизм с обрати-
мым бимолекулярным взаимодействием субстрата. Зависимость кинети-
ческих параметров уравнения (3) от окислительно-восстановительного
потенциала акцептора электронов позволила отдать предпочтение меха-
низму с обратимым бимолекулярным взаимодействием:

Схема 1

(EllV

Ared

где А о* и Агы—соответственно окисленная и восстановленная формы
метилвиологена или бензилвиологена. Таким образом, в механизме ка-
тализа зарегистрирована медленная внутримолекулярная стадия.

В то же время реакция окисления Н2, катализируемая гидрогеназой
из Rh. japonicum, не ингибируется восстановленной формой акцептора
электронов (метиленовый синий (МС), феназинметасульфат (ФМС))
[107]. Окислительно-восстановительные потенциалы указанных акцепто-
ров равны соответственно +11 и +80 мВ и сильно отличаются от потен-
циалов MV и BV (соответственно —440 и —359 мВ). Поскольку «инги-
бирующий» эффект, как было показано, связан с обратной реакцией, т. е.
с локированием электрона, поведение восстановленных МС и ФМС ста-
новится вполне понятным. Кроме того, схема 1 выведена для одноэлек-
трошюго переносчика.

В схеме 1 между стадиями взаимодействия с акцепторами электро-
нов имеется мономолекулярная стадия, которая и является лимитирую-
щей. Физический смысл этой стадии становится понятен, если учесть,
что на отрыв первого электрона от гидрид-иона в газовой фазе требует-
ся приблизительно в 20 раз меньше энергии, чем на отрыв второго. Ве-
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личины АН этих процессов равны соответственно 15 и 312 ккал/моль
[136].

Отличие многоцентровых гидрогеназ от одноцентровых может за-
ключаться как в различной степени стабилизации промежуточных форм
и, таким образом, в изменении соотношения скоростей стадий (/) и (3)
в прямом и обратном направлениях (схема 1), так и в ускорении внут-
римолекулярной стадии (2). Вследствие этого при использовании самых
активных гидрогеназ может наблюдаться второй порядок по акцептору
электроном. Гидрогеназа из D. vulgaris (см. таблицу) является своеоб-
разным рекордсменом по активности и наблюдаемый в присутствии это-
го фермента второй порядок реакций поглощения и выделения водорода
по метилвиологену является вполне объяснимым.

Однако, как было показано [126], в реакции окисления водорода в
присутствии гидрогеназы из Rh. capsulata также наблюдается второй по-
рядок скорости по метилвиологену. Этот фермент является ярким пред-
ставителем группы одноцентровых гидрогеназ (см. таблицу), поэтому
аналогия с гидрогеназой из D. vulgaris не прослеживается. Напомним,
что фермент из Rh. capsulata принадлежит к группе «односторонних»
гидрогеназ [60, 75]. Какими могут быть особенности ферментов этой
группы?

Катализатор не способен сдвигать термодинамическое равновесие
реакции. Следовательно, единственным возможным объяснением явля-
ется создание кинетических затруднений: ускорение катализатором пря-
мой реакции и его «выключение» на пути обратного превращения. Ав-
торы работы [63] предположили, что инактивационное перевосстанов-
ление для односторонних гидрогеназ происходит уже в положительной
области потенциалов относительно водородного электрода в том же
растворе. Таким образом, в условиях, термодинамически выгодных для
выделения водорода, гидрогеназа становится неактивной. Для фермента
из Rh. capsulata [75] потенциал инактивационного перевосстановления
составил —340 мВ при рН 7,0. При этом на каждую единицу рН изме-
нение потенциала равно ~—30 мВ.

Донором электронов для перс-восстановления в реакции окисления
водорода может быть только восстановленный акцептор электронов.
Простейшая схема окислительно-восстановительных стадий катализа
гидрогеназой из Rh. capsulata выглядит следующим образом:

Ε

MV2+ MV+

где Ε, — неактивная форма катализатора.
Пользуясь соответствующим уравнением скорости, из кинетических

данных можно вычислить потенциал инактивационного перевосстанов-
ления ( Е ^ — 3 8 7 ± 5 мВ при рН 8,5). Эта величина хорошо совпадает со
значением, найденным посредством окислительно-восстановительного
титрования (Б^—385+5 мВ) [75]. Таким образом, гипотеза об инак-
тивационном перевосстановлении как основе регуляции «односторонних»
гидрогеназ получает подтверждение в непосредственном кинетическом
исследовании. Следует подчеркнуть, что вывод об общности механизмов
катализа распространяется и на группу «односторонних» ферментов.
Единственным их отличием от двусторонних гидрогеназ с кинетической
точки зрения является наличие характерной стадии инактивационного
перевосстановления.

В заключение приведем окончательную схему катализа гидрогена-
зой из 77г. roseopersicina (схема 2, по данным [126, 130]), которая явля-
ется достаточно общей для гидрогеназ из различных источников:
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Схема

E + H,
Кг

EH- + Аох

Е Н ° :

(ЕН°)' + Ао,

ΕΗ+"ΐΕ

Κι

: -<—

3

ЕН2

ЕН" + Н+

-V
К — 2

—>·

tlA

Л
•ч—
+

ЕН° + Ared

(EH0)'

ЕН+ + Ared

Н+

(0

(2)

(3)

(4)

(5)

где Ε — гидрогеназа, А—MV, BV. Стадии (1), (2) и (6) являются ква-
зиравновесными. Равновесие здесь сильно смещено в сторону образо-
вания продуктов, так что наличие какого-либо вида необратимости на
этой совокупности стадий вполне обусловлено. Стадия (4) также явля-
ется необратимой, в рамках данного кинетического режима. Ввиду того,
что соседние стадии (3) и (5) могут протекать как в прямом, так и в об-
ратном направлениях, а стадия (4) является наиболее медленной, ре-
зонно предположить наличие простейшего вида необратимости:
1Л„х]&5»&-4· Отметим, что полученные ограничения на режим протека-
ния реакции содержат концентрации реагирующих веществ. Таким об-
разом, изменяя условия процесса, можно добиться не только достиже-
ния обратимости на указанных участках, но и необратимости в обрат-
ном направлении.

VI. КИНЕТИКА ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ,
КАТАЛИЗИРУЕМЫХ ГИДРОГЕНАЗАМИ

Феномен ускорения ферментами электродных процессов получил на-
звание «биоэлектрокатализ» [7—11]. Электрод в данном случае высту-
пает в качестве одного из субстратов реакции, донора или акцептора
электронов. Для сопряжения ферментативной и электрохимической ре-
акций существуют два пути: медиаторный, когда обмен электронов осу-
ществляется посредством переносчика, способного реагировать и с элек-
тродом, и с активным центром фермента, и прямой, в котором фермент
непосредственно способен окисляться или восстанавливаться на элек-
троде.

Медиаторный биоэлектрокатализ был реализован с использованием
гидрогеназ из Pr. aestuarii и 77г. roseopersicina [144]. Было показано,
что условия окисления водорода близки к обратимым: в зависимости от
потенциала электрода такая система может работать как с поглощени-
ем, так и с выделением водорода.

Уникальной особенностью гидрогеназы из Th. roseopersicina являет-
ся ее способность при сорбции на поверхности электрода из сажи вы-
ступать :в качестве электрокатализатора окисления-образования моле-
кулярного водорода [145]. Было показано, что в атмосфере Н2 на элек-
троде с иммобилизованной гидрогеназой устанавливается равновесный
водородный потенциал. В реакции окисления водорода величина тока,
снимаемого с электрода, не зависит от рН и парциального давления Н2

во всем диапазоне значений перенапряжения [126]. Нулевой порядок
электрокаталитической реакции по концентрациям субстрата и продук-
та, как и в гомогенных реакциях, позволяет заключить, что присоедине-
ние молекулы водорода и высвобождение протонов из активного центра
фермента протекают быстро по сравнению с окислительно-восстанови-
тельными, в данном случае электрохимическими, стадиями.

Полная поляризационная кривая электроокисления Н2 описывается
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уравнением, отвечающим протеканию двух последовательных потенци-
алзависимых стадий переноса электрона с активного центра фермента
на электрод [126]. Установлено, что электрохимические стадии должны
следовать одна за другой, т.е. не могут быть разделены процессами при-
соединения— диссоциации. Механизм гомогенной реакции включает,,
кроме того, внутримолекулярную стадию, разделяющую две окислитель-
но-восстановительные стадии. Очевидно, в электрокатализе эта стадия
скрыта в электрохимических; можно только наблюдать, что второй элек-
трон переносится на электрод медленнее первого.

Параметры положительной ветви поляризационной кривой позво-
ляют предсказать кинетику обратной реакции, т. е. электровыделения
водорода. Отрицательная ветвь обладает худшими токовыми характе-
ристиками по сравнению с ее положительной частью. Таким образом,
использование гидрогеназного электрода наиболее целесообразно в ре-
акции окисления Н2. Кроме того, в электрохимической системе удалось
зарегистрировать процесс инактивационного перевосстановления актив-
ного центра гидрогеназы, что является доказательством существования
этого явления, поскольку экспериментально была исключена возмож-
ность влияния каких-либо других факторов инактивации.

Таким образом, исследование кинетики электрохимической реакции
с участием гидрогеназы из Th. roseopersicina не только подтверждает,
но и дополняет выводы о закономерностях гомогенной кинетики и ката-
литических свойствах гидрогеназ, сделанные в предыдущем разделе.

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В обзоре рассмотрены наиболее общие физико-химические свойства
гидрогеназ, строение их активного центра и особенности катализа.
В заключение авторам хотелось бы предложить гипотезу молекулярного
механизма действия этих ферментов.

Нам удалось разделить гидрогеназы на две группы, различающиеся
по физическим свойствам, активности и кинетическим параметрам в ре-
акции окисления водорода. Одноцентровые гидрогеназы содержат один
кластер 4Fe—4S. Их активность в среднем на два порядка ниже, чем у
многоцентровых, содержащих в активном центре несколько железосер-
ных кластеров. В то время как присоединение молекулы, водорода и
высвобождение протонов обе группы гидрогеназ проводят одинаково
быстро, наблюдается заметное различие в скоростях на совокупности
окислительно-восстановительных стадий. Последние, очевидно, протека-
ют с участием в активном центре железосерных структур.

Удалось, кроме того, выявить кинетическую схему гидрогеназного
катализа. Активация молекулы водорода в активном центре гидрогеназ
приводит к образованию фсрмепт-гидридного комплекса ЕН~. В реакции
окисления Но взаимодействие одноэлектронного акцептора с активным
центром представляет собой обратимый бимолекулярный процесс. При-
соединению второй молекулы акцептора предшествует медленная внут-
римолекулярная стадия.

Неоспоримым является участие никеля в гндрогеназном катализе.
Это подтверждается, во-первых, перекрыванием электронных орбиталей
никелевого и железосерного центров. Во-вторых, ингибиторный анализ
и характер взаимного влияния субстратов указывают на то, что молеку-
лы Н2 и акцептора электронов взаимодействуют с различными участка-
ми в активном центре. Кроме того, прослеживается параллель между
относительным равенством скоростей активации молекулы водорода од-
ноцентровыми и многоцентровыми гидрогеназами и совпадением окис-
лительно-восстановительных потенциалов их никелевых центров, тогда
как свойства железосерных кластерных структур этих двух видов гид-
рогеназ существенно различаются. Наконец, одноэлектронное восста-
новление Ni3+ до Ni2 + требует участия акцептора протона. Все это сви-
детельствует в пользу того, что никелевый центр является первоначаль-
ным акцептором молекулы Н2.
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Молекулярный механизм катализа гидрогеназами реакции окисле-
•яия водорода можно описать с помощью двухцентровой модели:

Схема 3

Молекула Н2 сорбируется на «свободное» координационное место ни-
келя, замещая, например, молекулу воды. Затем происходит гетероли-
тический разрыв с образованием фермент-гидридного комплекса, по-ви-
димому, не без участия электронной плотности железо-серного класте-
ра. Последний также способен быстро и обратимо акцептировать один
из электронов гидрида. Железосерный кластер взаимодействует с ак-
цептором, отдавая «лишний» электрон, также быстро и обратимо. На от-
рыв второго электрона от гидрид-иона требуется, как известно, на
300 ккал/моль больше энергии, чем на отрыв первого. Следовательно,
перенос второго электрона между никелевым и железосерным центрами
происходит гораздо медленнее. Эта стадия и проявляется в кинетике
как медленная, внутримолекулярная. За ней следует также быстрое
взаимодействие с акцептором и депротонирование. Многоцентровые гид-
рогеназы за счет более тонкой организации железосерных кластеров
способны проводить внутримолекулярный перенос ^второго электрона
более быстро. В целом, роль железосерных кластеров в гидрогеназах,
как и в других ферментах, например, в нитрогеназе, заключается в ста-
билизации промежуточных электронных состояний. Наличие простран-
ственно разветвленной структуры необходимо для нивелирования из-
менения окружающей среды при изменении степени окисления, что, со-
гласно теории реорганизации растворителя, приводит к понижению энер-
гии активации электронного переноса.

В окисленном состоянии гидрогеназы неактивны в реакции окисле-
ния водорода, причем утрачивается возможность активации молекулы
Н2. Казалось бы, электрическое поле Ni3 + должно в большей степени
способствовать гстеролитическому разрыву молекулы Н2, нежели поле
Ni2+. По-видимому, первый акт активации молекулы Н2 состоит в пере-
ходе на нее электрона от активного центра гидрогеназы, что приведет к
значительному ослаблению связи Η—Η. Потенциал перехода NF++->-Ni2+

(—150 мВ) вполне допускает возможность такого донирования. Если
бы после этого произошло восстановление Ni3+ до №2 +, например, за счет
восстановленного железосерного кластера ([Fe,S,,]2+), то в координа-
ционной сфере Ni2 + появилась бы протоноакцепторная группировка. Та-
ким образом, в полученном переходном состоянии реализуются следую-
щие условия для разрыва молекулы Н2: 1) ослабление Η—Η — связи за
счет появления электрона на разрыхляющей орбитали молекулы, 2) на-
личие двухвалентного атома никеля, способного акцептировать гидрид-
ион, 3) появление акцептора протона в координационной сфере никеле-
вого центра и 4) образование окисленного железосерного кластера, спо-
собного принять электрон.

Как уже было отмечено, гидрогеназы проводят активацию молеку-
лы водорода и образование фермент-гидридного комплекса с чрезвычай-
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но высокими скоростями по сравнению с металло-комплексными катали-
заторами. Гидрогеназа из A. eutrophus способна гидрировать НАД до
НАДН. Таким образом, направленная модификация активных центров
гидрогеназ или их моделирование открывают путь для создания более
высокоэффективных катализаторов гидрирования и дегидрирования ор-
ганических соединений.
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