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Изучение взаимодействия а-химотрипсина с субстратами — производ­
ными аминокислот (RCOX, R=YCO'NHCHR/, X=OR" NHR") показало 
существование в активном центре участков pi и р2, отвечающих за связы­
вание YCO'NH-rpynnH и боковой группы R', и каталитического центра 
р3 (*). Ферментативная реакция проходит не менее чем в три стадии: об­
разование комплекса фермента (ЕОН) с субстратом, ацилирование 
7-ОН-группы остатка Ser-195 в центре р3 и гидролиз ацилфермента (2):

К, S, М+Н2О)

EOH+RCOX =* (EOHRCOX) -> RCOOE+HX-------- > EOH+RCOOH+HX

Если X=NHR", то ацилирование фермента (3) является реакцией алкого­
лиза амидов с участием нейтральной оксигруппы. Обычно эта реакция не 
проходит, но она проходит легко, если нуклеофильным реагентом является 
алкоголят-ион (4). Для объяснения высокой реакционной способности окси­
группы Ser-195 предложены различные механизмы (5), допускающие пе­
ренос протона Н1 к атому N1 имидазольной группы (Im) остатка His-57 
в центре р3 (рис. 1). В модельной системе спирт — имидазол перенос про­
тона практически не наблюдается (6). Такой перенос протона должен об­
легчаться в системе групп р3, связанных водородными связями (7):

О \___ His-57
/=\ ,

Asp-102—СН2—С—О---Н——Н—О—СН2—Ser-195

Было высказано предположение о синхронных сдвигах двух протонов в 
такой системе с возможностью образования алкоголят-иона (7). Также 
предполагали, что протонирование отщепляемой группы X происходит че­
рез промежуточное протонирование атома № остатка His-57. Подобные 
сдвиги протонов были обнаружены в модельных комплексах имидазола в 
апротонной среде (6). Однако наличие или отсутствие синхронных сдвигов 
протонов в активном центре химотрипсина пока не доказано.

В настоящей работе сдвиги протонов в фрагменте, содержащем группы 
центра р3, были изучены теоретически, методами квантовой химии. Гео­
метрия фрагмента задавалась координатами атомов по данным рентгено­
структурного анализа (8). На положение протонов Н1 и Н2 (рис. 1) могут 
оказать влияние взаимодействия р-СОО~-группы Asp-102 с у-ОН-группой 
Ser-214 и пептидной NH-группой His-57; для их учета включены соответ­
ствующие молекулы (рис. 1). Для расчета использован полуэмпирический 
квантовохимический метод CNDO/BW (*), пригодный для расчета положе­
ний протонов в системах с водородными связями (,|>).

Анализ пространственной структуры а-химотрипсина и данные расчета 
позволяют оценить возможность сдвигов протонов Н* и Н2 на стадии аци­
лирования.
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1. Водородные связи в центре р3 неэквивалентны, их длина существенно 
различается (рис. 1), связь В1 доступна для растворителя, В2 — экраниро­
вана. Неравноценность водородных связей характерна и для активных цен­
тров других протеиназ, например субтилизина (“). Длина связи Н1—О1 
составляет 1 А; для переноса Н1 на атом N1 требуется преодоление большо­
го барьера (рис. 2). В связи В2 протон Н2 делокализован между атомами 
О2 и №. На положение Н2 сильное влияние могут оказать дополнительные 
взаимодействия (10).

Рис. 1. Структура фрагмента молекулы а-химотри- 
псина, содержащего каталитический центр р3, по (3) 

(проекция на плоскость X - Y).

2. Перенос протона Н1 в связи В1 практически неосуществим (рис. 2). 
Высота барьера для этого переноса заметно снижается в присутствии суб­
страта, если расстояние С-карбонильного атома RCOX от атома О1 остатка 
Ser-195 достаточно для образования аддукта (Т) с тетраэдрическим атомом 
углерода (рис. 2 и 3) (,2). Однако барьер все еще весьма велик из-за боль­
шой длины связи В1 (~40 ккал/моль). Таким образом, протонирование

Рис. 2. Влияние положения 
протона Н‘(Хн) на полную 
энергию центра р3 (рис. 1) при 
различном положении протона 
Н2 (7 — у атома N2 и 2 — у ато­
ма О2) в отсутствие (а) и в 
присутствии (б) молекулы 
Н2С=О, моделирующей суб­
страт; ее атом С располагался 
на расстоянии 1,5 А от атома 
О1. Ось Хи направлена от N1 
к О1. Положение ХН=О нахо­
дится посередине между ато­

мами О1 и N1.

Im-группы, принятое в предложенных ранее механизмах ацилирования (5), 
практически неосуществимо. В проведенном ранее расчете фрагмента рз 
методом GNDO/2 (13) для двух положений Н1 (у атомов О1 и №) не учтено 
наличие барьера между двумя этими положениями (см. рис. 2). Но и в 
этом случае требуется затрата энергии не менее 40 ккал/моль. Поэтому вы­
вод (13), подтверждающий возможность синхронного переноса протонов в
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связях Bl и В2, является ошибочным, и следует искать другой механизм 
участия групп центра р3 в катализе на стадии ацилирования фермента.

3. Модельные реакции ацильного переноса в водной среде лимитируют­
ся стадией образования аддукта (Т); его превращение в конечные про­
дукты реакции происходит легко по механизму кислотно-основного ката­
лиза за счет обмена протонами с компонентами среды (12). Связывание 
субстрата в активном центре фермента (14) должно существенно облегчать 
образование аддукта (Т). В комплексе фермент — субстрат (15) имеется

Рис. 3. Схема переноса протона в аддукте (Т) в актив­
ном центре а-химотрипсина

предельное насыщение водородными связями, и поэтому обмен протонами 
между аддуктом (Т) и средой невозможен; для протекания реакции ацили­
рования необходим внутримолекулярный перенос протона Н1 к отщепляе­
мой группе X. Этот процесс, вероятно, происходит после образования ад­
дукта (Т) без промежуточных стадий в поле хорошего акцептора прото­
на — атома № в системе

Расчет модельной системы (рис. 3) показал, что высота барьера для 
переноса протона Н1 к группе X составляет 15—20 ккал/моль, в отсутствие 
молекулы катализатора (NH3) 45 ккал/моль. В центре р3 фермента атом N1 
имеет большее сродство к протону, чем атом N молекулы NH3; поэтому в 
ферментативной реакции высота барьера не должна превышать 
15 ккал/моль. Для субстратов сложноэфирного типа (X=OR//) барьер 
внутримолекулярного переноса протона значительно ниже; скорость реак­
ции ацилирования лимитируется стадией образования аддукта (Т), и ка­
талитический эффект в этом случае определяется сближением и ориента­
цией групп активного центра и молекулы субстрата (14), а ферментативный 
гидролиз амидов лимитируется, по-видимому, рассмотренным выше внутри­
молекулярным переносом протона.

4. Рассмотрим возможные пути увеличения реакционной способности 
групп центра р3. Взаимодействие YCO'NH-группы субстрата с центром 
Pi — пептидной С=О-группой остатка Ser-214 (16) может привести к сме­
щению этого участка пептидной цепи фермента, и можно высказать пред­
положение о последующем разрыве водородной связи ВЗ (рис. 1) и о не­
котором смещении протона Н2 к атому О2. Это может вызвать дополнитель­
ную активацию групп центра р3 на стадиях образования аддукта (Т) и при 
внутримолекулярном переносе протона. Этот вывод согласуется с наблю­
даемым увеличением прочности связывания субстрата с одновременным 
резким падением каталитической активности а-химотрипсина при невоз­
можности взаимодействия субстрата с центром pi (i7), а также при хими­
ческой модификации групп центра р3 (18).
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Карбонильный атом О молекулы субстрата образует водородные связи 
с пептидными NH-группами остатков Gly-193 и Ser-195 (16). Расчет модель­
ной системы показал, что образование каждой из таких связей снижает 
барьер внутримолекулярного переноса протона в (Т) на 1,5 ккал/моль.

5. Первой стадией реакции, катализируемой а-химотрипсином, явля­
ется, вероятно, энергетически выгодное связывание центром р2 боковой 
группы R' субстрата; связывание не строго комплементарно и допускает, 
вероятно, некоторую подвижность группы R' (19). На этой стадии изме­
няется конформация центра р3 (подготовка группы NH остатка Gly-193 
к связыванию группы С=О субстрата) (16). Взаимодействие YCO'NH-rpyn- 
пы субстрата может несколько ослабить взаимодействие R' с р2 и увеличить 
сродство к протону атома N1 и нуклеофильность атома О1 в центре р3, что 
облегчает образование аддукта (Т). Фиксация С=О-группы субстрата со­
здает оптимальную ориентацию (Т) для переноса протона с участием ато­
ма N1, снижая барьер этой реакции.

Связывание в каждом из участков активного центра а-химотрипсина 
должно вносить вклад в снижение активационного барьера реакции; наи­
больший вклад дает наличие экранированной ^-СОО~-группы остатка 
Asp-102. Наблюдаемый каталитический эффект определяется совокупным 
действием всех факторов.

Институт органической химии Поступило
им. Н. Д. Зелинского 15 IV 1974
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