Самый изученный белок

[image: image1.png]



C29540896N780S12Fe4

Молекулярна маса: близько 66 900

Розміри: 65.30 х 96.00 х 101.50 Å
«Пьер и Константин», давно уже порывавшийся сделать сообщение на медицинскую тему, заговорил, опасливо оглянувшись:

– Теперь вся сила в гемоглобине.

Сказав это, «Пьер и Константин» умолк. Замолчали и горожане, каждый по-своему размышляя о таинственных силах гемоглобина.

 И. Ильф, Е. Петров

Строго говоря, правильнее говорить не о гемоглобине, а о гемоглобинах – целом надсемействе молекул, красных железосодержащих пигментов, способных к обратимому связыванию молекулярного кислорода. Белки-глобины (гемоглобины крови и гемолимфы, миоглобины тканей) встречаются в основном у животных; некоторые удаленные их представители (леггемоглобины) найдены также у растений, их наличие связывают с азотфиксацией и защитой соответствующих ферментативных комплексов от избытка кислорода. У беспозвоночных животных встречаются различные дыхательные пигменты, связанные с транспортом газов и расположенные непосредственно в жидкостях или в специальных клетках крови: гемоэритрин (у припаулид, плечненогих и кольчатых червей, всегда в клетках), хлоркруорин (у кольчатых червей, в плазме), гемоцианин (у моллюсков и ракообразных, в плазме) и гемоглобин (у некоторых кольчатых червей и моллюсков, в плазме или в клетках). Гемоглобины имеются  у всех позвоночных, за исключением некоторых антарктических рыб. 

Ответ на вопрос, зачем нужны дыхательные пигменты (заметим: у многих беспозвоночных их вообще нет), очевиден. Кровь, содержащая какой-либо дыхательный пигмент, служит гораздо более эффективным переносчиком кислорода, нежели кровь без такового пигмента. Он позволяет поглощать и транспортировать гораздо большие количества О2: например, плазма крови может переносить в растворенном виде 0,2 мл О2 в 100 мл, тогда как гемоглобином переносится до 25 мл. Любопытно отметить, что молекулы тех пигментов, которые заключены в форменных элементах крови, относительно невелики по сравнению с пигментами плазмы. Например, гемоглобины млекопитающих имеют молекулярную массу 66 – 68 кДа
, у птиц, земноводных, пресмыкающихся – 61 – 72 кДа, у беспозвоночных (растворенные в плазме) – до 3 000 кДа. Преимущества внутриклеточного расположения пигментов связаны с рядом важных аспектов, среди которых назовем два. Во-первых, в клетке пигмент отделен плазматической мембраной от более изменчивой среды плазмы крови (сглажены, например, колебания рН). Кроме того, заключение пигмента внутрь клеток уменьшает вязкость крови, что существенно облегчает работу сердца. 

Для любителей статистики приведем еще несколько цифр. «Количество гемоглобина в 100 мл крови человека 13-16 г (у мужчин несколько больше, чем у женщин). 1 г гемоглобина при физиологических условиях может связывать 1,34 мл О2. Каждые 100 мл крови, протекая по тканевым капиллярам, отдают тканям 5–6,5 мл О2. В состоянии покоя через сердце человека протекает около 4 л крови в минуту, что обеспечивает получение тканями около 200 мл О2… Гемоглобин синтезируется в молодых формах эритроцитов непрерывно, скорость синтеза заметно возрастает при длительной гипоксии или анемии. Ежесекундно образуется примерно 650*1012 молекул гемоглобина (в каждом эритроците 265*106 молекул гемоглобина). «Сборка» всей молекулы гемоглобина занимает менее 90 секунд.» ([1], с.121).
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Способность гемоглобина (и других родственных белков) связывать кислород обусловлена наличием в них неполипептидного компонента, а именно гема. Гем обуславливает также красный цвет этих белков. (Это пример небелковых компонентов – простетических групп – в белках). Гем состоит из органической части и атома железа; содержание железа в гемоглобине 0,34 %. Органическая часть гема – протопорфирин – образована из четырех пиррольных групп (циклических соединений, включающих по четырьмя атомами углерода и одним – азота), соединенных углеродными мостиками в большое плоское кольцо тетрапиррола
. Атом железа присоединен к 4 атомам азота в центре протопорфиринового кольца. 
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Железо может давать еще две дополнительные связи – по обе стороны от плоскости гема. «Атом железа может быть ферроформе (со степенью окисления +2) или ферриформе (+3). Соответствующие формы гемоглобина называются феррогемоглобин и ферригемоглобин (метгемоглобин); только феррогемоглобин (Fe+2) способен связывать кислород.» ([6], с.49). Метгемоглобин образуется в организме в естественных условиях (например, при взаимодействии с СО, образующимся при распаде того же гема), однако в эритроцитах содержится фермент метгемоглобинредуктаза, восстанавливающий его до «нормального» гемоглобина с двухвалентным железом. Некоторые вещества (нитриты и хлораты) способны либо окислять гем, либо инактивировать метгемоглобинредуктазу. При этом увеличивается содержание метгемоглобина в крови и нарушается перенос кислорода.

Небелковые компоненты в разных гемоглобинах не отличаются друг от друга, тогда как полипептидные цепочки  –  различаются. Но вначале несколько слов об общей структуре молекулы. Все школьные учебники изображают четвертичную структуру гемоглобина (рис. 1), образованного четырьмя субъединицами двух разных типов; таким образом, эта молекула принадлежит к изобелкам. Преимущества наличия в структуре четырех самостоятельных полипептидных цепей, субъединиц (заметим, разных цепей) будут обсуждены ниже; по третичной структуре цепи сходны между собой и с белком мышечной ткани миоглобином (см. рис.). Вторичная структура представлена только α–спиралями (в их состав входит более 90% аминокислотных остатков) и неспирализованными зонами; β-складчатых листов в молекуле гемоглобина нет.
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Постараемся дать небольшую «семейную» характеристику гемоглобинов человека. Преобладающим типом гемоглобина является HbA, или, как его часто называют,  гемоглобин взрослых (α2β2, α-цепь состоит из 141 аминокислотного остатка, β-цепь – из 146 остатков)
. α– и β–цепи, несмотря на сходство пространственной структуры, различаются по многим аминокислотным остаткам. «У всех взрослых есть небольшое количество (2-3%) гемоглобина HbA2 (α2δ2). Характерная для него δ–цепь отличается от β–цепи только по десяти аминокислотным остаткам. После рождения у всех детей обнаруживается также небольшое количество (меньше 1%) фетального (зародышевого) гемоглобина HbF: α2γ2. γ–цепь значительно отличается от α– и β–цепей. α– цепи гемоглобинов HbA, HbA2 и HbF идентичны.» ([8], с. 72). Пространственные структуры α– и β–цепей гемоглобина (и миоглобин), как уже отмечалось (и было проиллюстрировано рис. 4), обладают поразительным сходством, несмотря на большие различия в аминокислотных последовательностях. 

Существует несколько типов гемоглобинов, характерных для эмбрионального и фетального развития. ζ–цепи напоминают по аминокислотному составу α–цепи, а ε–цепи похожи на β–цепи. ζ– и ε–цепи исчезают через 8-10 недель внутриутробного развития. Затем преобладающим становится гемоглобин HbF (α2γ2), который отличается от других присутствием γ–цепей. Гемоглобин α2β2 обнаруживается уже на 6-8 неделе развития плода. Синтез γ–цепей у эмбриона происходит в основном в печени и селезенке. Наоборот, β-цепи синтезируются главным образом в костном мозге. Фетальный гемоглобин обладает большим сродством к кислороду, чем гемоглобин новорожденного или взрослого; высокое сродство к О2 зародышевого гемоглобина облегчает перенос кислорода от матери к плоду.

Разные формы гемоглобина выработались в процессе эволюции в связи с конкретными условиями переноса газов у того или иного животного.  Однако общим для всех гемоглобинов является механизм осуществления основной функции – переноса кислорода, в которой принимают участие как ионы железа Fe+2, так и аминокислоты из непосредственного окружения гема в молекуле. Например, в β–цепи это два остатка аминокислоты гистидина – т.н. проксимальный (тот, что ближе к центру молекулы) гистидин-92, атом азота которого связан с железом гема координационной связью, и гистидин-63, дистальный (обращенный к поверхности молекулы) гистидин. 
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В дезоксигенированном состоянии атом железа немного оттянут за плоскость гема именно связью с азотом гистидина-92. Связав кислород, ион железа гема входит в центр порфиринового кольца гема (как на рис. 5). При этом он смещается и тянет за собой проксимальный гистидин. Это смещение  –  посредством множества мелких изменений конформации белка  –  слегка изменяет обводы связавшей О2 субъединицы. В тетрамерном гемоглобине эта субъединица  –  в такой форме – начинает деформировать через так называемые центры контакта (придавая им ту же внешнюю форму и тем наводя в них те же внутренние смещения атомов) другие, еще не связавшие еще О2 субъединицы гемоглобина. Теперь ион железа в них может уже легче связать кислород. В результате, связь одной молекулы О2 с гемоглобином провоцирует связывание еще трех О2 (в результате чего четвертый гем оксигенируется в 500 раз легче первого). Точно так же, утеря одного О2 ведет к утере их всех. 
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То есть гемоглобин ведет себя как белок, связывающий четыре молекулы О2 одновременно,  —  и это отражается в нелинейной, S-образной зависимости насыщения этого тетрамерного, состоящего из четырех субъединиц белка кислородом от его (О2) концентрации в крови (Рис. ниже, 20-40 мм.рт.ст.). А у мономерного (имеющего только одну субъединицу) миоглобина зависимость насыщения кислородом от концентрации О2 в крови S-образного прогиба не имеет. Поэтому в легких, где кислорода много, гемоглобин им насыщается. А в тканях, где давление О2 относительно мало, тетрамерный гемоглобин уже отдает О2, а мономерный миоглобин еще его связывает,  —  и передает О2 дальше по окислительной цепи митохондрий мышц. Таким образом, именно свойства гемоглобина как аллостерического белка (т.е. такого, который имеет несколько вариантов третичной структуры) обеспечивают его функционирование как специфического транспортного белка, способного реагировать на условия окружающей его среды. Аллостерические взаимодействия между различными связывающими и активными центрами, особенно в изобелках, играют важнейшую роль в контролировании и интегрировании биохимических реакций. 
Кроме участков связывания кислорода, гемоглобин имеет и другие центры связывания регуляторных молекул (например, бифосфоглицерата, БФГ, на первом рисунке его место в центре молекулы занимает фумаровая кислота) и связывания СО2. Заметим попутно, что и присоединение БФГ, и СО2 снижают сродство гемоглобина к О2, 

Достаточно хорошо изучены не только механизмы функционирования гемоглобина, но и гены, кодирующие разные цепи глобинов. «Подобно многим генам млекопитающих, гены глобинов у человека образуют мультигенное семейство и расположены на хромосомах в составе двух кластеров. α–кластер глобиновых генов занимает 25 000 пар оснований (т.п.н.) в коротком плече 16-й хромосомы. Семейство γ–β–δ–генов глобина расположено в коротком плече 11-й хромосомы на участке длиной 60 т.п.н.» ([8], с. 75). Порядок расположения генов, входящих в каждый из кластеров, соответствует порядку их экспрессии в ходе индивидуального развития организма – своего рода «временная карта» работы генов. В каждом из кластеров есть неработающие, молчащие гены глобинов, т.н. псевдогены (например, псевдогены α–, ζ– и β–цепей). По последовательности нуклеотидов они мало отличаются от своих функциональных гомологов, однако в результате разных мутаций стала невозможной их транскрипция и, следовательно, экспрессия. Предполагается, что псевдогены возникли путем дупликации, после которой их экспрессия перестала быть необходимой для нормального функционирования организма. Однако в некоторых случаях эти гены также могут экспрессироваться, что приводит к появлению нетипичных, аномальных гемоглобинов (продуктом одного из псевдогенов с характерной мутацией в концевой последовательности является гемоглобин Constant Spring).
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Деревья эволюции глобинов и их генов были построены многими исследователями. Эволюция этого надсемейства белков связана с серией дупликаций (хромосомных мутаций, при которых происходит удвоение фрагмента хромосомы) с последующей дивергенцией белковых продуктов в результате накопления точковых мутаций в кодирующих их генах (по [8], с. 75). На рис. ниже приведено более детальное филогенетическое дерево глобинов, построенное А. Жарких (Новосибирский государственный университет, Россия, по [5], с. 45). В целом оно достаточно хорошо соответствует принятой систематике животных. (Напомним, что основой для построения филогенетических деревьев на основе данных сравнения аминокислотных последовательностей белков (или нуклеотидных – соответствующих генов) является разработанная Валентином Саричем концепция "молекулярных часов" эволюции. В ней постулируется относительное постоянство скорости накопления в генотипе замен аминокислот в результате точковых мутаций (т.н. фиксированных замен) в единицу времени, например, за 100 млн. лет.
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Однако для гемоглобина В.Н.Ратнером с коллегами из Новосибирского государственного университета ([5]) были получены интересные данные об особенностях молекулярной эволюции гемоглобина. Во-первых, оказалось, что средняя скорость эволюции по всему белку была непостоянна и имела максимум примерно 400-500 млн. лет назад, в эпоху выхода позвоночных животных из Мирового океана на сушу (рис. ниже, 1). Во-вторых, эта особенность выявилась еще ярче для тех участков глобинов, которые отвечают за образование их четвертичной структуры.
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Уже отмечалось, что миоглобины и гемоглобины некоторых примитивных животных состоят из одной субъединицы белка. Круглоротые (например, минога) имеют димерные молекулы гемоглобинов, а большинство остальных позвоночных характеризуются тетрамерной структурой, состоящие из двух α-субъединиц и двух β-субъединиц (α2β2), центры контакта между которыми обозначаются α1-β1, α1-β2 и т.д. Так как для современных гемоглобинов известны аминокислоты, входящие в центры контакта,  можно подсчитать скорости эволюции непосредственно для центров контакта. Максимум скорости четко выявляется для центра контакта α1-β2 (рис., 2) и регуляторного центра связывания бифосфоглицерата (рис., 3), о значении которого говорилось выше.

«При выходе позвоночных животных на сушу их гемоглобин приобрел тетрамерную структуру, когда разные субъединицы (α и β) связаны между собой центрами контакта α1-β2 и регуляторным центром БФГ. Прежде всего в эту эпоху (или немного раньше) ген общего предка гемоглобинов был дуплицирован, а его копии в ходе дивергенции дали начало двум родственным семействам: α и β. Именно в ту эпоху мы видим максимальную скорость эволюции центров их контакта и регуляции, а затем в течение сотен миллионов лет скорость резко падала, часто до нуля, когда возникшие центры были просто неизменны… Следует учесть, что выход позвоночных на сушу и переход к дыханию свободным кислородом воздуха сопровождались резкой перестройкой всей системы дыхания, и в том числе структуры гемоглобинов. Ускорение эволюции в эту эпоху означает, что указанные приобретения были высоко адаптивными, то есть обеспечивали существенное преимущество их обладателям.» ([5], с. 45). 
Однако не все изменения в гемоглобинах столь полезны. Само понятие фиксированных точковых замен предполагает, что эти замены безвредны (а в описанном выше случае – даже полезны). Но есть ряд аминокислот (т.н. консервативные или инвариантные остатки) в любой молекуле, замена которых фатально сказывается на свойствах белка, его функционировании. В гемоглобинах такими консервативными аминокислотами являются, например, проксимальный и дистальный гистидины (his 92, his 63, см. рис. ниже), ответственные за поддержание самого важного для функционирования белка атома – железа, остатки фенилаланина и лейцина, обеспечивающие контакт полипептидной цепи с гемом и др. Замены этих аминокислот становятся причиной  заболеваний, связанных с нарушением переноса кислорода гемоглобинами (т.н. гемоглобинопатий), молекулярные механизмы которых  сегодня достаточно хорошо изучены. Так, замена в β-субъединицах молекулы гистидина-63 на аминокислоту аспарагин (гемоглобин Цюрих
) или гистидина-92 на аминокислоту тирозин (гемоглобин Гайд-Парк) приводит к появлению форм гемоглобина с существенно сниженным сродством к кислороду, а значит, нарушению транспортной функции белка. Самой известным из заболеваний, связанным с мутациями гемоглобина, является серповидно-клеточная анемия (СКА) – заболевание, при котором эритроциты имеют серповидно форму (было обнаружено еще в 1910 Херриком у студента-негра, страдающего анемией). Молекулярной причиной его является замена в β-субъединицах молекулы остатка глутаминовой кислоты в 6-м положении на остаток валина (гемоглобин S). В отличие от мутаций Цюрих или Гайд-Парк, при которых замещаются аминокислоты, непосредственно взаимодействующие с гемом, при СКА замене подвергается аминокислота, расположенная на поверхности молекулы . В чем тогда причина анемии? В результате указанной замены глобулы гемоглобина S приобретают способность (в дезоксигенированном состоянии – упомянутый выше студент-негр почувствовал недомогание во время горного похода в Альпах) полимеризоваться, образуя длинные волокна, которые и придают вытянутую, веретеновидную или серповидную форму эритроцитам.  

Собственно, в гемоглобинах описаны все типы точковых мутаций: синонимичные (при которых аминокислота заменяется на аналогичную по структуре и свойствам, без воздействия на свойства белка), минорные (замена консервативных аминокислот, существенно влияющих на свойства молекулы), сдвиг рамки считывания в результате выпадения отдельного нуклеотида (такие мутации обычно имеют более тяжелые последствия, и сохраниться могут, только если затронут концевой участок гена. В этом случае стоп-кодон ДНК при сдвиге рамки считывания исчезает и синтезируется гемоглобин с большей длиной полипептидной цепи, например, гемоглобины Constant Spring (148 аминокислот) и Wayne (146 аминокислот) вместо нормальной α–цепи со 141 аминокислотным остатком), обрывы цепи в результате превращения в результате мутации кодона ДНК в стоп-кодон.
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Некоторые мутантные формы гемоглобина являются результатом хромосомных мутаций - гемоглобин Лепоре, названный не по топониму, а по фамилии семьи, в которой был выявлен. β–цепь этого белка представляет собой, строго говоря, некий гибрид: часть ее (76 аминокислот) соответствует обычной β–цепи, а другая – 22 остатка – δ–цепи. Как и другие хромосомные мутации, ген гемоглобина Лепоре образовался в результате ошибки кроссинговера (процесса обмена участками между гомологичными хромосомами в ходе мейотического деления клетки). Перекрест хромосом произошел в середине генов β– и δ–цепей гемоглобина гомологичных хромосом
, входящих, как мы помним, в один кластер генов, в результате чего и возник химерный ген. Конечно, последствия не такие печальные, как для возникшей по воле богов-олимпийцев химере («…Коей природа была от богов, не от смертных: Лев головою, задом дракон и коза серединой, Страшно дыхала она пожирающим пламенем бурным
»), но способность переносить кислород у гемоглобина Лепоре снижена по сравнению с нормальным белком.

Все архаичные культуры уделяли крови особое внимание, превращая ее в объект поклонения или магического воздействия, считая ее вместилищем жизненной силы или души человека. Научный взгляд на транспортные жидкости организма проще и физиологичней, однако сращение разных способов познания мира позволит нам закончить статью почти поэтической фразой: «Гемоглобин – молекулярная душа крови»…

Задача

Рассказывают, что в ХІХ веке один немецкий студент, влюбившись в девушку, решил преподнести ей очень дорогой подарок – железное кольцо. Железо для этого кольца юноша хотел химическим путем получить из собственной крови. Рассчитайте, основываясь на приведенных в статье данных, какой объем крови понадобился бы для изготовления кольца весом в 2 г, если считать, что юноше удавалось извлечь 60 % содержащегося в гемоглобине железа.

Решение:

Количество гемоглобина в 100 мл крови 16 г (т.к. у мужчин содержание гемоглобина больше, берем верхнее значение). Содержание железа в гемоглобине 0,34 %. 

Пропорция:

100 г гемоглобина – 0,34 г железа. 

 16  г                       –   х    г железа.

х = 0,0544 (г) железа – содержится в 100 мл крови.

Из них могло быть выделено с учетом процентного выхода 0,03264 г. Остается найти объем крови, содержащий 2 г железа, необходимых для кольца.

Пропорция:

0,1 л – 0,03264 г. 

 х   л – 2 г.

х = 6,127 (л) крови – потребовалось бы на изготовления кольца.

Т.о., если не очень торопиться и брать по 200 мл ежемесячно, за два с половиной года (точнее, 2 года 7 месяцев) можно было бы собрать необходимое для реализации этой несомненно оригинальной идеи количество металла. Удалось ли это студенту, легенда умалчивает.
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Выявлено несколько классов мутаций гемоглобина. К мутациям первого класса относятся замены аминокислот на поверхности молекулы, почти все эти замены безвредны; а гемоглобин S составляет поразительное исключение. Мутации второго класса – это аминокислотные замены вблизи гема, что обычно приводит к нарушению связывания кислорода. Например, в гемоглобине М проксимальный либо дистальный гистидин заменен на тирозин; в результате гемоглобин М стабилизирован в ферри(мет)форме и не способен связывать кислород. При мутациях третьего класса замены происходят во внутренней части молекулы, которые нередко приводят к изменению третичной структуры и как следствие к нестабильности молекулы гемоглобина. Примером может служить гемоглобин, в котором аргинин стоит вместо глицина в том участке, где глицин необходим в силу своей малой величины. Изменения в участках контактов между субъединицами обычно сопровождается потерей аллостерических свойств. Замены аминокислот, стабилизирующие гемоглобин в состоянии либо Т, либо, приводят к изменению сродства к кислороду. 

� В формуле не указано количество атомов водорода, не отображавшихся трехмерной моделью молекулы. 


� КДа – килоДальтон - 1000 Дальтон (атомных единиц массы).


� Подробному рассказу о геме в разных биологически важных молекулах мы посвятим отдельный выпуск рубрики.


� Следует оговорить небольшую путаницу, которая может возникнуть из-за разных значений принятых греческих обозначений. В предыдущем абзаце буквы α и β  применялись к двум типам вторичной укладки полипептидных цепей (всех белков!) – спирали и складчатому листу. В этом и последующих абзацах греческие буквы обозначают разные типы глобиновых цепей в молекулах гемоглобинов. 


� Названия мутантных форм обычно происходят от места первого обнаружения.


� Оба белка имеют участок из 27 одинаковых последовательностей между 22-м и 50-м аминокислотными остатками


� Гомер, «Илиада», пер. Н. Гнедича, гл. VI, стих 180.
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