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В работе приводятся литературные данные о полиферментных системах участвую 
щих в биосинтезе ароматических аминокислот. Обсуждаются также некоторые морфо 
логические аспекты этого вопроса.

Г. Полиферментные системы в биосинтезе ароматических амино
кислот. Тирозин, фенилаланин и триптофан продуцируются различными 
бактериями и грибами. Синтез ароматических аминокислот осущест
вляется сложным механизмом, через репрессию синтеза ферментов и 
ингибирование по типу обратной связи или конечным продуктом, или 
каким-либо промежуточным продуктом реакции. Подобная последова
тельность реакций обнаружена во всех организмах, хотя пути регуля
ции этих реакций у них различны. У видов внутри данного рода пути 
биосинтеза, вероятно, контролируются одинаково, в отличие от разных 
родов, где происходит полная дифференциация механизмов регуляции 
тока метаболитов в общем пути и в его ответвлениях, ведущих к обра
зованию трех аминокислот [32, 42, 43]. Синтез ароматических амино
кислот осуществляется согласно последовательности реакций, изобра
женных на схеме.

Некоторые ферменты, участвующие в биосинтезе ароматических 
аминокислот, были выделены в виде устойчивых полиферменгны.х сис
тем и их характеристики менее однотипны, чем формы метаболическом 
контроля; ферментативные пути могут быть организованы совершенн ՝ 
различно даже в близко родственных видах. Можно допустить различ
ные объяснения присутствия агрегатов в ряде случаев, однако функцио
нальное значение нескольких комплексов все еще обсуждается [20—45].

Гилес с сотр. [20] выделили полиферментный комплекс из Neuros- 
рога crassa, которая содержит полную последовательность ферментов, 
катализирующих превращение З-гидрокси-арабино-гептулозо-7-фосфат 
в З-энолпирувилшикнмо-5-фосфат. Структурные гены, которые кодируют 
все пять ферментов биосинтеза ароматических аминокислот, имеют ряд 
признаков, общих с бактериальными оперонами [7]. Измерение моле
кулярного веса выделенного комплекса методом седиментационного 
равновесия показало, что он равен 230000. Это значение находится в 
соответствии с данными, полученными методом цен грифуi нровання в 
градиенте плотности сахарозы и сефарозной хроматографии [5]. Изу
чение структуры субъединиц комплекса не завершено и в настоящее 
время является объектом пристального внимания энзпмологов.

Гилес и corp. [20] допускают, что полиферментный комплекс обра
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зовался з ответ на появление метаболической проблемы. Они обнару
жили, что Хенго5рога способна продуцировать не только конститутив
ную. но и индуиибельную дегидрогеназу, которая является компонен
том биосинтетического комплекса. Индуцибельный фермент несет, не
видимому, катаболическую функцию, однако он может конкурировать 
с конститутивным ферментом за субстрат. Гилес и сотр. предположили,
1то так как конститутивная дегидрогеназа является компонентом муль- 
гиферменгного комплекса, она может эффективно конкурировать за 
дегидрохинную кислоту, которая образуется из 3-гидрокси-арабипо-геп- 
тулозо-7-фосфата [21, 40]. Положение о возможности отделения конку
рирующих метаболических путей посредством объединения ферментов 
ранее считалось спекулятивным [39], по комплекс ароматических фер
ментов из \europoia явился первым документированным примером та
кой функции мультиферментпого комплекса.

Пять ферментов, вовлеченных в превращение 3-гидрокси-арабино- 
-гептулозо-7-фосфат а в З-энолпирувилшикимо-5-фосфат, по-видимому, 
встречаются как му льтиферментный комплекс не только в Меигозрога». 
но также в ряде других грибов [1]. Аймд и Гилес [1] недавно изучили 
шесть видов грибов, и в каждом из них пять ферментов не были разде
лены фракционированием сульфатом аммония и центрифугированием 
в градиенте плотности. Они также упоминали неопубликованную рабо
ту, в которой предполагалось наличие сходного комплекса у Бассйаго- 
гпусез сеге\цз]'ае. Кажущиеся коэффициенты седиментации агрегатов 
близки к 118; это указывает на то, что они сходны в размерах с ком
плексом Хепгоьрога. Аймд и Гилес сообщили, что дегидрогеназа была 
обнаружена у двух из шести исследованных грибов. Ни одна дегидро- 
геназа не была обнаружена в четырех других исследованных видах 
грибов вне комплекса.

В отличие от ферментов, обнаруженных в грибах, ферменты, ката
лизирующие реакции 2—6 (схема) в прехоризматпческом отрезке пути 
биосинтеза ароматических аминокислот бактерий, по-видимому, не свя
заны друг с другом. I илес и сотр. изучили шесть бактериальных видов, 
финадлежащих к разным родам [4]. Ферменты, которые катализируют 

реакции 2 6 в биосинтетической последовательности (схема), четко 
разделены центрифугированием в градиенте плотности сахарозы. Кроме 
того, вычисленный молекулярный вес активных видов был близок для 
зсех к значениям порядка 80000. Биохимические и генетические данные
федполагают наличие только одной дегидрогеназы в каждом их шести 

видов бактерий.
Пять ферментов синтеза ароматических аминокислот входят в ком-

плекс в грибах, но не образуют его в 
обнаружили, что два, а возможно и

бактериях. Нестер и сотр. [36] 
три других фермента этого пути,

по-видимому, ассоциируют друг с другом, по крайней мере в одном бак- 
rt риал ином виде. Bacillus subhlis [36]. Два из вовлеченных ферментов— 
З-гидрокси-арабино-гептулозо-7-фосфатсинтетаза и хоризматмутаза 
(ферменты 1 и 8, схема), эти две активности не разделяются методами
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Схема. Биосинтез ароматических аминокислот. Показана (см. текст) физиче
ская ассоциация ферментов, катализирующих следующие реакции: 2—6; 14-8-1-5 (?1 

84-9; 84-10; 114-12; 114-14; 11-134-14; 13-14; 15. '

центрпфугирозания в градиенте плотности сахарозы, хроматографии 
на ДЕАЕ-целлюлозе, ТЕАЕ-целлюлозе, гидроксил апатите и сефадексе 
<’-100. Молекулярный вес комплекса был определен проникающей 
гелевой хроматографией и оказался равным 138000. Две фракции с 
шикнматкиназной активностью (реакция 5, схема) были элюированы 
хроматографированием экстракта В.виЬННв на ДЕАЕ-целлюлозе. Одна 
из этих фракций была ассоциирована с комплексом 3-гидрокси-арабино- 
г ептулозо-7-фосфатсиитетазахэриз.матмутаза, и эти фракции шикиматки- 
назной активности продолжали продвигаться с комплексом во время 
последующей хроматографии на сефадексе С-100. Не было обнаружено 
высокомолекулярной фракции с шикнматкиназной активностью в экст
рактах из В. знЬППб [4]. Очевидно, полная шикиматкиназная актив
ность в экстрактах была относительно низка; допускается, что особый 
штамм В. зиЬННв может отличаться изоэнзимом шикиматкиназы, при
сутствующей в штамме, используемом Нестером и др.

Функция комплекса В.зиЬННв спорна. Реакции, катализируемые 
этими тремя рассмотренными ферментами, не следуют непосре.к 1 ниию 
одна за другой вдоль метаболического пути [37]. Нестер и <֊отр. обна
ружили, что эти три фермента имеют общность в сродстве к хор из.мату 
и префепату; эти два метаболита представляют сснбой субсграл и про-
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ivkt хоризматмутазы и осуществляют контроль но принципу обратной 
связи на i 3 гидрокси-арабино-гептулозо-7-фосфатсинтетазой и шнки- 
магкиназой. Авторы предполагают, что этот комплекс может осущест
влять более эффективный контроль над входом в метаболический путь, 
ведущий к синтезу ароматических кислот, чем структурно независимые 
оерменты [12]. В Staphylococcus epidermidis обнаружен тот же тип ре
гуляции по принципу обратной связи; Нестер и сотр. сообщили, что хо* 
ри ։матм\ газа и З-гидрокси-арабипо-гептулозо-7-фоофатсиитетаза из 
хругих организмов элюируются вместе из ДЕАЕ-целлюлозы и обнару
живаются в одних и тех же фракциях после центрифугирования в 
градиенте плотности [12]. С другой стороны, 3-гидрокси-арабино-гепту- 
лозо-7-фосфатсинтетаза, шикиматкиназа и хоризматмутаза легко отде
ляются в экстрактах из В. licheniformis из организма, в котором регуля
ция синтеза ароматической аминокислоты напоминает регуляцию у 
В. subtilis [ 14]. .

Во многих микроорганизмах активность хоризматмутазы регулиру
ется как фенилаланином, так и тирозином. В Е. соН и АегоЬас1ег аего- 
£епе< имеются два изофермента хоризматмутазы, один из них ингиби
руется только фенилаланином, а другой -только тирозином. Более того, 

обоих видах фенилаланин-чувствительная хоризматмутаза ассоцииро- 
ровапа с префенатдегидратазой (фермент 9, схема), в то время как 
тирозин-чувствительный изофермент связан с префенатдегидрогеназой 
[15—В]. Это распределение очень хорошо՜ согласуется с ситуацией, 
согласно которой организм имеет адекватный пул либо тирозина, либо 
фенилаланина, но не обоих вместе. Во-первых, префенат должен проду
цироваться в меньших количествах, чем если бы обе аминокислоты были 
необходимы. Более важно, что уменьшающиеся количества продуцирую- 
Щ‘н»ся префената будут управляться преимущественно в соответствую
щем направлении. Если первые ферменты, находящиеся вне точки от- 
зслвления (схема), не ассоциировали с соответствующими изофермеч- 

|ми хоризматмутазы, они будут находиться под прямым контролем пс 
4՛ к|ц щ\ обратной связи соответствующими конечными продуктами. 

В прошеном случае уменьшенный запас лрефената будет произвольно 
превращаться в обе необходимые и в не необходимую аминокисло- 
гы [33]. 7 у й

Триптофановая ветвь
к ic.ioT была 
низмов.

метаболического пути ароматических амино- 
инь детально изучена у широкого спектра микроорга-

АнIрвци.м 1си1пегаза, которая катализирует реакцию II (схема), 
' 1к ! ) > ։ । цci в формировании комплекса. Это имеет место 

комбинации <_ другим ферментом биосинтетического пути у большин
ства грибов и у некоторых бактерий [28]. В Escherichia coli, Salmonella 
typliimurium и A. aerogenes антранилатсинтетаза тесно связана с фос- 
мориоозилтрансферазой, которая катализирует реакцию 12 (схема). 
Доиаючно дешльно изучен и описан комплекс у Е. coli [29_ 31 | Ре-
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зультаты очень сходны с результатами, полученными Бауерлом и Мар- 
голином у Б. 1ур111тпг1ит [3], и Эганом и Гибсоном—у А. аегорепеь[Г]. 
Два фермента нс могут быть легко отделены, однако их можно'выделить 
отдельно из мутантных штаммов, утерявших либо один, либо другой 
компонент [3, 30, 41]. Если два компонента смешиваются, то они спон
танно ассоциируют и образуют комплекс, индентичныи комплексу, обна
руживаемому в диком штамме. Это «поведение», по-видимому, было 
использовано при изолировании комплекса [41]. Антранилатсинте
тазный компонент, выделенный из мутантов Е.соП [30] и 8Лур1Нти- 
пшп, имел [48|, молекулярный вес, равный 60000. Как было сообщено 
частично очищенный комплекс из Е.соП имел коэффициент седимента
ции 10. 75 [2], в го время как ана югичный комплекс из 8 (урЬппигшт— 
135 и молекулярный вес, равный 290000 [41]. Свойства антранилатсин- 
тетазы изменяются некоторым образом при ассоциировании с фосфори- 
бозилтрансферазой. Как свободный компонент, так и комплекс могут 
использовать ионы аммония в реакции И (схема), однак ; комплекс 
может использовать глутамин [31, 48]. Активирующее влияние комп
лекса на глутаминовую реакцию можно наблюдать в экстрактах из му
тантов, не продуцирующих активную фосфорибозилтрансферазу, но 
продуцирующих белок, который перекрестно реагирует па антитела для 
трансферазы. Хотя и аптранилатсинтетаза, и ее комплекс с трансфера
зой превращают хоризмат в антранилат в присутствии попов аммония, 
сродство комплекса к хоризмату значительно больше, чем сродство 
свободного фермента. Аптранилатсинтетаза несколько более чувстви
тельна к ингибированию триптофаном в случае, когда присутствуют 
другие компонеты комплекса. Наконец, тепловая стабильность антрани- 
латсинтетазы значительно повышается, когда она комбинируется с фос- 
форпбозилтрансферазой [31]. Трансфераза также более стабильна в 
комплексе, чем когда она одна. С другой стороны, свойства трансферазы 
не изменяются радикально при формировании комплекса; ни субстрат
ная специфичность, ни каталитическая эффективность фермента не из
меняются. Однако активность комплекса в реакции 12 (схема। может 
быть частично ингибирована триптофаном; трансфераза же чувстви
тельна к триптофану в отсутствие антранилатсинтетазы [31].

Комплекс, обнаруженный в Е.соП и 8.1урЫтипит. не является об 
щпм для всех бактерий. Имеющиеся единичные данные позволяют до
пустить, что ферменты триптофановой ветви во многих бактериях не 
образуют каки.՝;-либо комплексов. Пять ферментов из эк<трактоь Р-<֊ 
дотопав риНба [18], С11готоЬас(епит ую1асеит [44] и В.виЬНИв [26] 
можно четко разделить путем гелевой фильтрации ила центрифугирова
нием в градиенте плотности сахарозы. Три из пяти ферментов из 5ег- 
гаПа гпагсевсепв обнаружены вместе после центрифугирования г тади 
енте плотности; однако кажущийся коэффициент седиментации зоны, 
которой обнаруживается активность, очень низкий. По всей вероятность, 
комплекса как такового нет, и обнаружение трех ферментов в одной я 
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той же фракции—артефакт [27]. Превращение Ы-(5'-фосфорибозил) ан
транилата в н идол-3-глицер фосф ат (реакции 13 и 14, схема) в Е. соП 
катали тируется одним ферментом. Поскольку этот фермент состоит, 
по-видимому, из одной полипептидной цени, он не -представляет собой 
м\льтнферменгный комплекс [14]. Сходный бифункциональный фер
мент обнаружен у М. сгазза, но здесь он ассоциирован с антранилатсипте- 
тазой [16]. Гартнер и Де Мосс недавно очистили этот ферментный ком
плекс [19]. Наиболее интересным оказалось то, что этот фермент ката
лизирует три реакции (реакции 11, 12, 13; схема), которые не уклады
ваются в последовательности метаболического пути; фосфорибозил- 
трангфераза отсутствует. Комплекс имеет молекулярный вес, равный 
2400-00 и состоит из шести полнпсптндных цепей, по крайней мере двух 
различных типов. Его можно частично диссоциировать осторожной об
работкой р-меркурибензоатом Диссоциация комплекса этим методом 
оставляет фосфорибозилантранилат изомеразную (фермент 13, схема) 
и нндолглпцерофосфатсинтетазную (фермент 14, схема) активности 
интактными, но разрушает активность антранилатсинтетазы.

Изучался агрегационный характер ферментов биосинтеза трипто
фана у значительного количества грибов 128]. Картина, обнаруженная 
в Иеигозрога. является наиболее обшей, в ряде случаев антранилат- 
синтетаза диссоциирует из комплекса, если не присутствуют глутамин 
и ЕДТ.А.

В 8. сегеуЫае фосфорибозилантранилат изомеразная и иидолглн- 
церофоофатсинтетазная активности осуществляются двумя различными 
белками, которые легко разделяются [15,28]. Индолглицерофосфат- 
синтетаза, однако, ассоциирована с антранилатсинтетазой. Различие 
в ситуации у дрожжей и у \eurospora заключается в том, что дрож
жевой комплекс теряет третий фермент триптофанового пути, также, 
как и второй. ■

Триптофансинтетаза катализирует следующую реакцию триптофа
нового пути:

11ндол-3-глицерофосфат+Е-сернн—*֊
Г-трпптофаиф1.-глицеральдегнд-3-фосфат (15, схема)

<֊носооен 1акже катализировать следующие полуреакции:
I !ндол-3-глицерофосфат— *индол ф-Д-глицеральдегид-З-фосфат (16, 

схема); Индол4-1.-серин—^Ь-триптофан (17, схема).
Гриптофансинтетаза из Е. соП содержит полипептидпые цепи двух 

различных типов, которые относятся к А-бслку и В-белку (или а- и В- 
субъединицам) [12, 47].

Состав полного фермента-А2В2, и при растворении фермент частич
но диссоциирует: А2В2=2А+В2 [13]. Молекулярный вес А-мономера 
равен 29.000 [39], В-димера-100.000 [40-42]. Эти два типа легко раз
деляются и 'каждый из них каталитически активен: А-белок в реакции 
1<> (схема)и В-белок в реакции 17 (схема). Каталитическая активность 
отдельных компонентов намного меньше, чем соответствующие актив
ности целого белка, однако ни один компонент не обладает какой-либо 
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активностью в общей реакции 15 (схема) [10]. На первый взгляд ка
жется, что реакция представляет собой простую сумму полуреакций, 
неэффективно катализируемых А- и В-белками. Однако свободный 
индол не является промежуточным продуктом в полной реакции и уро
вень реакции 16 (схема) значительно ниже уровня полной реакции 
Поэтому допускается, что конверсия индол-З-глицерофосфата и серина 
в триптофан представляет сооой синхронную реакцию, в которой участ
вуют как А-, так и В-оелки [47]. Наиоолее очевидным эффектом ассо
циации этих двух компонентов является следующее: значительное воз
растание активностей, обнаруженных в разделенных компонентах; по
явление активности, отсутствующей у обоих отдельных компонентов. 
Характерная активность В-белка может быть значительно стимулирова
на не только нормальным А-белком, но также и иммунологическим ма
териалом, выделенным из мутантов, не способных продуцировать ката
литически активный А-белок [46]. Активность В-белка в реакции 17 
(схема), приближающаяся к активности А2В2֊агрегата, может быть сти
мулирована олень высокими концентрациями ионов аммония [23]. В- 
белок содержит один пиридоксальфосфат в простетической группе поли- 
пептидной цепи [45], поэтому не удивительно обнаружение того факта, 
что изолированный В-белок способен катализировать дезаминирование 
серина [11] и некоторые реакции другого типа, характерные для фер 
ментов, содержащих пиридоксальфосфат [34]. Удивительно то, что 
ассоциация белка А с белком В ингибирует сериндезаминазную актив
ность почти полностью [11]. Формирование комплекса, по-видимому.
не только стимулирует активность тех компонентов, которые вовлека
лись в их функционирование, но и супрессирует побочные реакции. Бел
ки, в общем сходные с триптофансинтетазой Е. соБ и катализирующие 
те же реакции, обнаружены у большого числа микроорганизмов [28] 
Сродство белков, катализирующих реакции 16 и 17 (схема), друг к дру
гу, по-видимому, варьирует от организма к организму. Комплекс А2Вг 
из Е. соБ относительно стабилен в присутствии пиридоксальфосфата и 
серина. В разбавленном растворе фермента, при отсутствии этих мета
болитов, субъединицы по-прежнему обладают сродством друг к другу, 
однако во время центрифугирования в градиенте плотности сахарозы 
или па крахмальном геле комплекс заметно диссоциирует [12, 13, 22]. 
Структура субъединиц триптофансинтетазы из М. сгазза, возможно, 
сходна с таковой из Е. соБ. Однако полипептпдные цепи фермента из 
плесней намного крепче прикреплены друг к другу, чем у триптофан
синтетазы Е. соБ. Обнаружено, что фермент из К. сгаээа диссоциирует 
только в концентрированном гуанпдинхлориде [6]. Не были обнаруже
ны активные субъединицы, и до сих пор неизвестно, аналогичны ли 
функциональном отношении субъединицы триптофансинтетазы из Ыеп- 
го8рога с ферментом из Е. соБ.

Однозначно говорить о биологической значимости нолиферментных 
систем в настоящее время не представляется возможным, ибо и селе 
дования в этой увлекательной области молекулярной энзимологии нахо •»
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дятел на самых ранних стадиях своего развития. Порой создается 
впечатление, что большинство этих комплексов было обнаружено и опи
сано случайно, что в значительной степени предопределило сдержанное 
отношение к данным о каскаде ферментов, катализирующих ряд после
довательных энзиматических реакций. Формирование полиферментных 
комплексов необходимо, очевидно, для резкого повышения эффектив
ности метаболического пути, для предотвращения конкуренции за один 
и тот же метаболит и т. д. В настоящее время пет еще убедительных 
данных, объясняющих необходимость наличия полиферментных органп- 
■ :ций для дрожжевых клеток, клеток органов птиц, млекопитающих, с 
одной стороны п для высших растений—с другой. Это обстоятельство усу- 
г /бляется еще и тем, что реакции катализа полиферментных комплек
сов не всегда следуют прямо одна за другой вдоль метаболического пу
ти. В полиферментных системах иногда наблюдаются и такие моменты, 
к гда субстраты или продукты реакции зоны действия одного фермента 
могут оказаться эффекторами в другой реакции, катализируемой этим 
же полиферментным комплексом. Подобное поведение допускает 
п едположение о том, что члены полиферментного комплекса могут 

. эать двойную роль: как каталитические субъединицы для одной ре
акции и как регуляторные—для другой.

Совершенно очевидно, что дальнейшее детальное изучение полифер- 
нтных комплексов как в интактных клетках, так и в клетках с откло

ненной функциональной способностью представляет большой общебпо- 
логический и прикладной интерес.
Институт экспериментальной биологии 
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Ամփոփում
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