ГЛАВА 1. КИНЕТИКА БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

1.1. Исследование кинетики ферментативных реакций

Кинетика - это наука о скоростях процессов в макроскопических системах. О кинетике говорят, когда имеют дело с системами, состоящими из большого числа частиц или элементов: химическими реакциями, динамикой популяций, генерацией и распространением биопотенциалов и т.д.

Ферменты - не только катализаторы химических реакций, но и регуляторы их скоростей. Их регуляторная функция не менее важна, чем каталитическая. Третичная и четвертичная структуры ферментов организованы так, что позволяют через посредство межмолекулярных взаимодействий с различными модуляторами осуществлять регуляцию каталитической активности в соответствии с потребностями физиологии клетки.

 Фермент ускоряет реакцию за счет образования фермент-субстратного комплекса (ФСК). Простейшая схема односубстратной ферментной реакции имеет вид:
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 константы скорости соответствующих стадий

В стационарных условиях скорость реакции постоянна во времени, и, значит,  концентрация ФСК тоже постоянна. Отсюда получим :
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Откуда, преобразуя, получим
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Поскольку скорость образования продукта равна
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окончательно получим уравнение Михаэлиса – Ментен:
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где     
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максимальная скорость при данной концентрации фермента график зависимости 
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 скорость. При высоких концентрациях 
[image: image16.wmf](

)

S

k

m

>>

 скорость реакции уже не зависит от концентрации субстрата. Это объясняется тем, что при высоких концентрациях субстрата практически все молекулы фермента оказываются связанными в фермент-субстратном комплексе, и дальнейшее увеличение концентрации субстрата уже не может увеличить концентрацию ФСК, а, значит, и скорость реакции.

 Чтобы регулировать скорость ферментативной реакции нужно изменять либо 
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 (или и то и другое одновременно). Величина 
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 часто оказывается близка по величине константе диссоциа ии  ФСК, и поэтому по ней судят о сродстве субстрата к ферменту, то есть, о прочности ФСК. Прочность ФСК зависит от третичной структуры ферментной молекулы, поэтому, влияя на третичную структуру можно изменять 
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, а, следовательно, и скорость реакции (если концентрация субстрата не насыщающая). То же самое относится и к 
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, с той лишь разницей, что увеличение 
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 при любой концентрации субстрата приведет к увеличению скорости реакции.Для многих ферментов величина 
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 лежит в диапазоне физиологических концентраций их субстратов, поэтому регуляция активности этих ферментов может осуществляться за счет изменения 
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1.1.1. Определение активности, кинетических и термодинамических характеристик рекомбинантной АХЭ мембран эритроцитов человека.

Ацетилхолинэстераза -  фермент, специфически гидролизующий нейротрансмиттер ацетилхолин с образованием  ацетата и холина. Наиболее распространена ацетилхолинэстераза (АХЭ) в холинэргических синапсах нервной системы, где она ассоциирована, в основном, с постсинаптической мембраной. Кроме того, довольно высокая активность АХЭ обнаружена в эритроцитах, тромбоцитах, лимфоцитах, эндокринных железах, в гепатоцитах и клетках почечных канальцев.

Основная функция нейрональной АХЭ – это освобождение синаптической щели от избытка ацетилхолина, после его действия на специфические ацетилхолиновые рецепторы, вызывающего деполяризацию постсинаптической мембраны. Известны некаталитические функции нейрональной АХЭ, такие как участие в синаптогенезе, в модуляции действия возбуждающих аминокислот, в удлинении кальциевых спайков. Остается открытым вопрос о роли ненейрональной АХЭ. Предполагают, что АХЭ может участвововать в регуляции клеточных коммуникаций, в эритропоэзе,  тромбопоэзе,  лимфопоэзе.

Известно множество молекулярных форм АХЭ, объединенных в два класса: глобулярные и асимметричные АХЭ. Глобулярные АХЭ могут существовать в виде мономеров (G1), димеров ( G2) и тетрамеров (G4).  G2 и G4 формы могут связываться с мембраной либо посредством спецефического пептида, либо с помощью фосфотидилинозитольного якоря. Асимметричные формы могут существовать в виде  А4, А8, А12 и т.д. форм. Они связаны с мембраной посредством коллагенового хвоста, так называемого коллагена Q.

В 1991 году с помощью ренгеноструктурного анализа Sussman идентифицировал структуру АХЭ из электрических органов  ската Torpedo californica.
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Рис.10. Трёхмерная структура  протомера АХЭ из электрического органа Torpedo californica (Zimmerman, Soreq, 2006). Видно, что активный центр находится в глубине третичной структуры фермента.
АХЭ Torpedo californica – это гомодимер, мономер которого представлен α\β белком из 587 аминокислот. Молекула имеет элипсовидную форму размером ≈ 45А0  
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 65А0 и состоит из 12 β- складчатых структур, окруженных α-спиралями.

Активный центр АХЭ находится на некоторой глубине от поверхности каталитической субъединицы белка,  на дне длинной и узкой полости   глубиной 20 А0 .Эту полость называют каталитическим ущельем или, поскольку 60 % ее поверхности выстлано рядом 14 ароматических остатков, “ароматическим”  ущельем. Ущелье отделено от основной массы фермента так называемым «узким горлом» («bottneck») . В соответствии с шириной узкого горла различают 2 состояния фермента: 1) закрытое, когда «bottneck» настолько узко, что в ущелье не могут продиффундировать даже молекулы собственного субстрата; 2) открытое, когда «bottneck» достаточно открыто для входа ацетилхолина и других лигандов.  Т.о. «bottneck» представляет собой своеобразный воротный механизм. Процесс открывания и закрывания ворот, называемый гейтингом, предопределяется флуктуациями лабильной молекулы фермента.

Большую роль в притягивании катионных лигандов к входу (катионная ловушка), а также продвижении молекул субстрата ко дну ущелья, играет электростатика ущелья. Ущелье заряжено отрицательно: суммарный заряд равен –9 е-.

В активном центре  на  дне ущелья различают 2 сайта: анионный (холиносвязывающий ациловый карман) и эстеразный. Кроме того, обнаружен еще один анионный сайт, расположенный не на дне, а у входа ущелья. Его называют периферическим  анионным сайтом. Периферическое место является первой ловушкой для субстрата. Именно оно контролирует количество входящих в ущелье молекул, вследствие чего гидролиз ацетилхолина  называют диффузионно-контролируемым. Движение субстрата от периферического места к активному  происходит благодаря градиенту отрицательного потенциала вдоль ущелья, а также взаимодействию субстрата с несколькими ароматическими остатками вдоль стенок ущелья (ароматическими бляшками). На дне ущелья четвертичная аммониевая группировка специфически связывается с холино-связывающим ациловым карманом с помощью кулоновских и π – катионных взаимодействий. Непосредственно сам  каталитический акт проходит в эстеразном сайте , где сосредоточена триада (серин, гистидин, глутамат), гомологичная каталитической триаде всех сериновых гидролаз. При этом кислотная часть молекулы субстрата ориентируется на эстеразном пункте фермента так, что с участием имидазола гистидина и гидроксила серина образуется реакционный цикл фермент-субстратного комплекса. Замыкается связь между углеродом поляризованной карбонильной группы ацетильного радикала холина и кислородом гидроксильной группы серина. Затем возникает водородная связь между эфирным кислородом ацетилхолина и гидроксильной группой радикала тирозина. Расположение молекулы ацетилхолина и радикалов серина и тирозина таково, что образование упомянутых связей ослабевает связь между карбонильной группой и эфирным атомом кислорода в молекуле  ацетилхолина (эффект «дыбы»). В результате для ее разрыва требуется гораздо меньше энергии, т.е. энергетический барьер оказывается, снижен вследствие активации молекул ацетилхолина.  Поэтому под влиянием радикала гистидина, оттягивающего на себя протон от гидроксильной группы серина, упрочняется сложноэфирная связь между радикалом серина и ацетильной группой с одновременным разрывом сложноэфирной связи в молекуле ацетилхолина и переходом протона от радикала тирозина к остатку холина. Последний высвобождается из активного центра, а его место занимает вода. Деацилирование ацил-ферментного интермедианта представляет собой необратимый процесс, т.к. гидролизованные продукты диффундируют через главный вход ущелья. Было обнаружено, что выход продуктов реакции происходит  и через так называемую «backdoor»-«заднюю дверь»

Общая схема гидролиза ацетилхолина АХЭ:
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АХ -Е—Михаэлисовский фермент-субстратный комплекс;

А-Е―ацетил-ферментный интермедиант.

Активность АХЭ зависит от множества внешних  факторов: от концентрации субстрата, температуры, рН, ингибиторов и активаторов. Большой интерес представляет концентрационная зависимость АХЭ.

При низких концентрациях субстрата  гидролиз ацетилхолина является диффузионно-контролируемым процессом: чем больше молекул ацетилхолина диффундирует в каталитическую полость, тем выше скорость гидролиза ацетилхолина. Высокие концентрации субстрата приводят к торможению активности АХЭ, то есть для фермента характерен феномен субстратного ингибирования. Важную роль в реализации механизма субстратного ингибирования играет периферическое место АХЭ: высокие концентрации субстрата вызывают скопление его в области периферического места, что создает препятствие  для входа следующих молекул ацетилхолина, («стерическая блокада»), а так же выхода продуктов реакции.

Согласно простейшей модели субстратного ингибирования с одним ингибиторным местом связывания
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( где S- субстрат; E- фермент; ES- фермент – субстратный комплекс; EA- ацилированный интермедиант фермента; P- продукты ; SES-непродуктивный тройной комплекс ; кi- константы скорости соответствующих стадий.

Зависимость скорости реакции от концентрации субстрата хорошо описывается уравнением Холдейна
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где 
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 - скорость реакции
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 - концентрация субстрата
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 - кажущаяся константа Михаэлиса
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- константа субстратного ингибирования (величина, характеризующая сродство субстрата к  ингибиторному месту).

Была предположена неравновесная модель субстратного ингибирования. В этой
модели предполагается, что константа скорости превращения субстрата в продукт 
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 превращает константу скорости диссоциации субстрата из активного центра 
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 (это создает неравновесность концентрации комплекса 
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), а связывание субстрата в периферическом месте уменьшает константы скорости связывания и диссоциации 
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 и 
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 субстрата в активном центре,  без изменения их соотношения (т. е. константа диссоциации при этом не изменяется). Кроме того предполагается, что субстрат в периферическом месте может блокировать выход продукта реакции (холина) из каталитической полости. Это приводит к ингибированию реакции.

Физиологическая роль субстратного ингибирования неясна. Возможно, оно необходимо для регуляции активности АХЭ в соответствии с флуктуациями концентрации нейротрансмиттера после выделения его в синаптическую щель.

Принцип метода: Метод основан на измерении количества образовавшегося тиохолина в результате ферментативного гидролиза ацетилтиохолина (АТХ).

Измерение активности основано на реакции тиоловой группы с ионом 5,5- дитиобис-2 нитробензоата (ДТНБ).

Тиохолин быстро вступает в необратимую реакцию с ДТНБ, высвобождая окрашенный продукт 5-тио-2-нитробензойную кислоту, имеющую максимум поглощения при 412 нм. Т. о. Количество прореагировавшего ацетилхолина соответствует количеству образовавшегося аниона 5-тио-2-нитробензоата. Интенсивность окраски последнего определяется фотоколориметрически.
Необходимое оборудование: термостат, колориметр.

Реактивы:

1) Фосфатный буфер- 100 мМ, рН 8,0. Смешивают 3 мл 0,2 М раствора однозамещенного фосфата натрия и 97 мл 0,2 М двузамещенного фосфата натрия. Объем доводят до 200 мл дистилированной водой. Измеряют рН.  Путем 5- кратного разбавления из 100 мМ получают 20 мМ фосфатный буфер, в который добавляют тритон Х-100 до конечной концентрации 0,02 %. Тритон Х-100 необходим для олигомеризации мономеров рекомбинантной АХЭ в димеры.

2) Фосфатный буфер – 100 мМ, рН 7,0. Смешивают 30 мл 0,2 М раствора однозамещенного фосфата натрия и 70 мл 0,2 М раствора двузамещенного фосфата натрия. Объем доводят до 200 мл дистиллированной водой. Измеряют рН.

3) ДТНБ – 1мМ раствор. 24,75мг ДТНБ смешивают с 9,37мг кислого углекислого натрия. Сухую смесь растворяют в 1мл  100 мМ фосфатного буфера, рН 7,0, затем объем доводят до 50 мл этим же буфером. Раствор ДТНБ хранят в темной склянке в течение недели.
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4) Стандартный раствор ацетилтиохолина (АТХ). Перед опытом  25,24 мг

АТХ растворяют в 10 мл 20 мМ фосфатного буфера рН 8.0, что составляет при внесении в среду инкубации 0,1 мл концентрацию 0,5 мМ.

5) Прозерин – 0,05% - фармокопейный препарат.

6) Очищенный от ингибитора раствор рекомбинантной АХЭ. Фермент хранится в связанном с обратимым ингибитором  состоянии, поэтому перед эксперементом   необходимо освободить его от  блокирующего активный центр вещества путем 3-х дневного диализа.
Ход работы

Инкубационная среда для определения активности фермента содержит 1.5 мл 20 мМ фосфатного буфера (рН 8.0) с тритоном Х-100 и 0.1 мл 0,071 мМ ДТНБ. Для учета спонтанного гидролиза АТХ ставят контрольную пробу, в которую сразу же вносят 0,01 мл  ингибитора холинэстераз – прозерина. Затем в пробы вносят 0,05 мл раствора рекомбинантной АХЭ. Пробы предварительно ставят на преинкубацию в течение 5 минут. Реакцию начинают добавлением в контрольные и опытные образцы 0,1 мл 0,5мМ АТХ. После тщательного перемешивания  пробы инкубируют в течение 10 мин. По окончании инкубации гидролиз АТХ в опытных образцах останавливают  добавлением 0,01 мл 0,05 % прозерина.

Определяют интенсивность желтой окраски аниона –5-тио-2-нитробензоата при длине волны 412 нм на колориметре «Спекол»

Активность фермента выражают в мМ тиохолина/ мин·мг белка  мин, которую вычисляют по следующей формуле:
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EMBED Equation.3[image: image50.wmf]E

- разность значения экстинций в опыте и контроле, 
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E

-значение экстинкции, соответствующее 1 мкг тиохолина, t-коэффицент пересчета на 1 мин, 247,1-молекулярный вес тиохолина, 
[image: image52.wmf]С

-концентрация белка в пробе, мг. Количество тиохолина в пробах определяют по калибровочной кривой.

Определение концентрационной зависимости,  кинетических и термодинамических характеристик АХЭ

Концентрационная зависимость скорости гидролиза АТХ регистрируется в диапазоне концентраций АТХ 1.56∙10-5-6.4∙10-2 М.. При изменении концентрации АТХ ионную силу реакционной среды поддерживали на уровне 0.1 М путем добавления соответствующего количества NaCl.

Для определения кинетических характеристик максимальной скорости, Vm, константы Михаэлиса, Кm, по концентрационной зависимости скорости гидролиза АТХ методом наименьших квадратов использовали пакет СТАТИСТИКА. В опции «нелинейное оценивание» использовали уравнение Холдейна (1). 

Для определения энергии активации АХЭ измеряли скорость гидролиза АТХ в диапазоне температур 50 С – 370 С. Затем строят линейные анаморфозы в координатах Аррениуса и находят значение энергии активации по формуле:
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