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О КИНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВАХ
ПРОСТАГЛАНДИН-ЭНДОПЕРОКСИД СИНТЕТАЗЫ

Простагландин (ПГ)-эндопероксид синтетаза, или диоксигеназа
(К. Э. 1. 14. 99. 1), первый в комплексе энзимов, осуществляющих
превращение полиеновой жирной кислоты в стабильные ПГ и другие
продукты f l ]. Его кинетические свойства изучены еще недостаточно.
В равной мере это относится и к самой диоксигеназе, состоящей, по всей
вероятности, из двух энзимов [2 ]. Такое положение обусловлено в пер-
вую очередь трудностями выделения и очистки диоксигеназы [ l>3 ].

Характерными свойствами активированной фенолом диоксигеназы,
выделенной из семенных пузырьков барана в виде ацетон-пентанового
порошка, являются ее дальнейшая активация продуктом окисления в
начальной стадии реакции и быстрая автокаталитическая инактивация
[4 ’ s ]-

Задачи данного исследования изучение кинетических свойств
диоксигеназы в зависимости от состава реакционной среды, способа
инициирования реакции, а также нахождение удобного метода расчета
кинетических параметров по кривой поглощения кислорода.

Результаты и их обсуждение

Значение мономолекулярной константы инактивации {k{) ранее опре-
делялось по наклону прямой, полученной при обработке кинетической
кривой поглощения кислорода в координатах «скорость поглощения
(щ) концентрация субстрата в данный момент времени (■[«s]*)» [4 ].

Получение прямой в указанных координатах соответствует случаю
инактивации энзима в виде энзим-субстратного комплекса:

E+S+±ES -+Е+Р, (1)
|й г =аfea

Ei
где E, S и P энзим, субстрат и продукт, соответственно;
Ks константа диссоциации фермент-субстратного комплекса;
k 2 каталитическая константа.

Определение наклона по кривой способ неудобный, поэтому, по
нашему мнению, в данном случае целесообразнее на основе приведен-
ного ниже уравнения построить прямые в обратных координатах вели-
чин концентраций образовавшегося продукта (Р) и времени ( t ) [ 6 ].
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где v 0 начальная скорость и ,[P] Oo=[E] ok2/ki, так как

[P]i=[Sl.|(l-e-w)- (3)

Уравнение (2) действительно при [S]o^s>KK^^ Ks и а<l. Для диокси-
геназы величина К™ т =5,5 мкМ определена по арахидоновой кислоте
в ТРИС-буфере [4 ], по кислороду значение этой константы не установ-
лено. По нашим данным, в ТРИС-буфере <СЗ мкМ . а в
ЭДТА-буфере в несколько раз выше 3 мкМ.

Результаты расчета продукта реакции (по расходу 2 молей кисло-
рода на 1 моль кислоты), образующегося в ходе окисления арахидо-
новой кислоты в обоих буферах, в предложенных координатах хорошо
накладываются на прямую (рис. 1), за исключением точек при
/<С 25 с. Однако аналогичное явление можно отметить и в случае дан-
ных, полученных при концентрации субстрата [s] o «К™. Поэтому,
видимо, при изучении свойств диоксигеназы в виде нерастворимого аце-
тон-пентанового порошка все определяемые константы довольно фор-
мальны ипо значениям /С^аж и а нельзя судить о применимости урав-
нения (2) к данному случаю. По полученной прямой легко определить
значения ki и k 2. При небольшом значении i[S]o происходит некоторое
увеличение поглощения кислорода по сравнению с его стехиометриче-
ским количеством, необходимым для полного окисления субстрата. При
этом, как правило, значение ki несколько повышается. Думается, что
это обусловлено окислением остаточных липидов, содержащихся в аце-
тон-пентановом порошке.

В начале реакции чаще всего наблюдается небольшая ляг-фаза.
Поэтому, при учете также некоторой инерции измерительной системы,
определение начальных скоростей весьма неточно и их лучше рассчиты-
вать по уравнению (2).

Таблица 1

* P oo '=k 2/ki.
** pu.

Результаты определения кинетических параметров
биохимического окисления арахидоновой кислоты

Условия определения [S] 0,

мкМ
ki,

мин~ 1
&2.

мин~ х
( нмоль/мг)

р *

нмоль/мг

ТРИС, E-+S, Е-1 4,6 4,14 16,6 14,6
9,1 1,08 21,8 20,2

18,2 0,84 24,4 29,0
36,4 0,51 22,6 44,3
91,0 0,52 24,9 47,9

182,0 0,46 24,6 53,5
ТРИС, Е-у8, Е-2 28,3 0,78 45,4 58,2
ТРИС, S-*E, Е-2 28,3 0,78 68,4 88,0

56,6 0,78 87,6 112
.1182 0,81 68,4 85,0

ЭДТА, E^S, Е-2 56,6 0,33 21,8 66,1/61,5**
84,9 0,45 32,5 72,2

ИЗ 0,50 28,5 79,4
ЭДТА, E^S, Е-2 56,6 0,24 19,0 79,4/63,1**
кофакторы
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Рис. 2. Установление селек-
тивности поглощения кисло-

рода для синтеза ПГЕ 2 .

Рис. I. Пример определения значений ki,
4k2 и v 0 в ТРИС (О) и ЭДТА (®) буфере

([s] o =BO мкМ, [£]o = 0,84 мг/мл).

Попытки обработать данные поглощения кислорода в присутствии
ПГ-синтетазы по схеме инактивации свободного энзима или независимо
от субстрата дали менее удовлетворительные результаты. Принимая во
внимание явление ляг-фазы, можно говорить о целесообразности ис-
пользования общей кинетической схемы, предложенной в [4 ].

Найденные значения ki в ТРИС-буфере приблизительно соответст-
вуют величинам, определенным ранее [4 ], однако значения каталити-
ческой константы для изученных синтетаз почти в 2—4 раза выше
(табл. I). Величина k 2 в значительной степени зависит от способа ини-
циирования реакции; например, при инициировании энзимом она при-
мерно на 50% выше, чем k 2, полученная при инициировании субстра-
том. Соответственно выше и максимальное количество продукта, полу-
ченного с единицы веса синтетазы (Р«.). При постепенном введении
субстрата, а особенно энзима, количество поглощенного кислорода
повышается еще на 10—20%. Эти факты согласуются с тем, что началь-
ная скорость поглощения кислорода зависит от последовательности
добавления реагентов |[7 ].

Следует отметить весьма высокую селективность образования конеч-
ного продукта ПГЕ 2 ряда последовательных реакций в ЭДТА-буфере
(рис. 2).

В ЭДТА-буфере кривая поглощения кислорода имеет иной харак-
тер; значения ki и k 2 в данном случае значительно ниже, а Р«, выше
соответствующих значений при применении ТРИС-буфера. Этот весьма
любопытный, хорошо подтвержденный практикой препаративного син-
теза факт объясняется молекулярными свойствами ЭДТА.

Добавление в ЭДТА-буфер кофакторов-глутатиона (GSH) и гидро-
хинона (HQ) еще больше снижает скорость инактивации и начальную
скорость реакции с одновременным повышением суммарного количества
продукта. Торможение реакции в препаративном биосинтезе ПГЕ 2 объ-
яснимо образованием обратимого ингибитора [ B ]. Однако в опытах



О кинетических свойствах .. 111

Таблица 2

без замены буфера (табл. 2) никакого ингибирования не происходит.
Заметна тенденция к уменьшению значения k{. Тождественность кривых
поглощения кислорода отмечается также В'[ 9 ].

Как и следовало ожидать, значения v Q , рассчитанные без учета ляг-
фазы на мг синтетазы методом [ lo ], несколько ниже значений &2 -

При условии kit «s в уравнении (3) энзим полностью теряет актив-
ность. Однако значения Р «, в ТРИС-буфере на 20% выше значений Р5
(табл. 2). Такая же тенденция наблюдается в ЭДТА-буфере (табл. 1).
Это показывает, что примененный метод подходит лишь для приблизи-
тельной оценки процесса биохимического окисления полиеновых кислот
и возможность его применения окончательно может быть выяснена при
изучении более чистых препаратов диокснгеназы. Пока же этот метод
весьма полезен при оценке свойств ПГ-синтетазы, включая иммобили-
зованные синтетазы, в различных условиях.

Экспериментальная часть

Кинетические измерения потребления кислорода проводились при постоянной темпе-
ратуре реактора 30 ± 0,02 °С с использованием кислородного электрода гальваниче-
ского типа и самопишущей измерительной схемы с чувствительностью 1 яЛ/10 мкМ 02
(соотношение времени запаздывания и постоянной времени < 0,08). Реакция ини-
циировалась введением субстрата [Е —� S) или энзима (S — Е) через боковую трубку
реактора ([£] o =0,84 мг/мл). Три партии ацетон-пентанового порошка (Е-1 и т. д.)
из семенных пузырьков барана [ B ] подвергались гомогенизации в вакууме при 20°
в течение 0,5 ч в 0,1 М ТРИС- или 0,03 М ЭДТА-буфере, содержащих 0,07 мМ окси-
бензена (pH 8,5). В случае применения GSH и HQ их концентрации соответственно
составляли 2 и 0,5 мМ. Субстрат выделялся из липидов по методике, разработан-
ной в нашей лаборатории.

ПГЕ2 определялся по методу щелочной деградации [ п ] с применением экспери-
ментально установленного коэффициента экстинкции 22 300 л!моль-см.

Выводы
1. Обработка данных кинетической кривой поглощения кислорода,
полученных при окислении полиеновых кислот в присутствии ПГ-эндо-
пероксид синтетазы, в обратных координатах величин концентрации
образованного продукта и времени позволяет определить константу
скорости первого порядка инактивации энзима {ki), каталитическую
константу (/г 2 ) и максимальное количество продукта, получаемого с
единицы веса энзима (Р«>), в применяемых условиях.

Результаты последовательного определения кинетических параметров без замены
буфера (ТРИС, E-+S, Е-3, [S] 0 = 28,3 мкМ)

№ Vo, ki, Р х ,
Ps,

опыта нмоль[мин • мг мин~ х мин
{нмоль/мг) нмоль/мг нмоль/мг

1 37,1 il 1, 14 43,1 37,8 32,5
2 38,9 0,96 40,8 42,5 36,1
3 36,6 0,84 39,3 46,7 , 39,0
4 36,6 0,84 39,3 46,7 43,3
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2. Значения указанных констант зависят от типа буфера, кофакторов
и способа инициирования реакции.
3. В применяемых условиях при биосинтезе ПГЕ2 образования обрати-
мого ингибитора не наблюдается.
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PROSTAGLANDIINENDOPEROKSIIDSÜNTETAASI KINEETILISTEST
OMADUSTEST

Hapniku neeldumiskõvera töötlemisel arahidoonhappe oksüdatsiooni produkti kontsentrat-
siooni ja oksüdatsiooni aja pöördkoordinaatides on võimalik ühest katsest määrata sün-
tetaasi kineetilised omadused. On käsitletud viimaste sõltuvust puhvri tüübist, kofakto-
reist ja reaktsiooni initsieerimise viisist.

Ü. LILLE, Y. SMORODIN, R. MARVET

ON KINETIC PROPERTIES OF PROSTAGLANDIN-ENDO PEROXIDE SYNTHETASE

The first order inactivation rate constant of acetone-pentane powder, catalytical constant
and maximal quantity of oxydation product formed from arachidonic acid, were calcu-
lated by making use of reversed coordinates of product concentration and oxydationtime. The dependence of these parameters on type of buffer and initiation of reaction
is discussed.
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