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Введение

Изучение структуры ферментов, их активных центров и регуляции скорости ферментативных реакций является актуальной задачей биохимии. Современные биотехнологическое и фармацевтическое производства активно используют белки ферменты в качестве катализаторов при получении новых продуктов и лекарств, поэтому изучение основ энзимологии является важным этапом подготовки биологов. 

Разделы учебного пособия составлены в соответствии с рабочей программы модуля «Основы строения и кинетики ферментов в биологических системах» и включает в себя шесть разделов, посвященных строению ферментов, кинетике и термодинамике ферментативных реакций, биоэнергетике, лабораторный практикум, перечень вопросов к экзамену, а также тестовые задания. Каждый раздел учебного пособия содержит контрольные вопросы для самоконтроля полученных знаний.

Приведённые лабораторные работы, позволят приобрести студентам навыки определения скорости ферментативных реакций, проводить расчеты термодинамических характеристик в зависимости от заданных параметров, выделять белки для исследования, научиться методам очистки белков методом центрифугирования и фильтрования, а также определения активности ферментов.

Обозначения и сокращения

	АДФ – аденозиндифосфат
	ФАД - флавинадениндинуклеотид  окисленный

	АКО – аминокислотный остаток
	ФМН - флавинмононуклеотид 

	АМФ – аденозинмонофосфат
	ХФР – химическая ферментативная реакция

	АТФ – аденозинтрифосфат
	ЦПЭ – цепь переноса электронов

	АлЦ - аллостерический центр
	ЦТК – цикл трикарбоновых кислот

	АЦ- активный центр
	цАМФ – циклический АМФ

	БАПНА – N – бензоил –L - аргинин-паранитроанилид

НАД – никотинамидаденин динуклеотид окисленный
	НАДН – никотинамидаденин динуклеотид восс тановленный

ФАДН2 - флавинадениндинуклеотид  восстановленный

	ВМП – внутренняя мембрана митохондрий
	ММП – межмембранное пространство митохондрий

	ГФА – гликогентрансфераза А
	РНК - рибонуклеиновая кислота

	ГФВ – гликогентрансфераза В
	ТС – термодинамическая система

	ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
	ТП – термодинамический процесс

	
	


1 Общие принципы структурной организации белков ферментов
1.1 Определение энзимологии как науки, история открытия, номенклатура и классификация ферментов 

1.1.1 Определение энзимологии как науки 

Энзимология – это раздел биохимии, который изучает ферменты. Энзимы – это специализированные белки, которые являются биологическими катализаторами и обладают нативной конформацией. 

От обычных функциональных белков ферменты отличает то, что на поверхности белковой глобулы у них имеется активный центр (АЦ). Это участок, образованный из различных аминокислотных остатков, собранных из раз​личных областей полипептидной цепи, где происходит связывание и превращение субстрата. При этом субстратом называется химическое соединение, претерпевающее изменение в ходе каталитического процесса, с образованием продукта реакции.

Кроме активного центра, у некоторых ферментов имеется еще и регуляторный участок – аллостерический центр (АлЦ). В этом участке связываются молекулы, оказывающие влияние на превраще​ние субстрата в химической ферментативной реакции. При этом сами ферменты не претерпевают изменений.

В активном центре фермента располагаются амино​кислотные остатки, содержащие функциональные группы (-SH, -СООН, -ОН, -NH2), которые принимают участие в каталитическом процессе. Условно активный центр фермента можно разделить на два участка: сорбционный, отвечающий за связывание субстрата, и каталитический, в котором происходит превращение субстрата. Размер активного центра фермента определяется размером субстрата, реализуя в действии принцип индуцированного соответствия. Геометрия расположения функциональных групп активного центра соответствует природе субстрата, определяя эффективность его связывания и превращение в ходе химической ферментативной реакции. 

Константа, характеризующая эффективность превращения субстрата в активном центре фермента, называется каталитической константой (Кк), а константа, определяющая сродство субстрата к ферменту, - константой связывания (Ks). Действие эффекторов (активаторов и ингибиторов) определяют с помощью констант активирования (Ка) и ингибирования (Кi).

Активность фермента зависит от природы фермента, субстрата, их концентраций, межсубъединичных взаимодействий белковых глобул, состава раствора, приро​ды растворителя, ионной силы раствора, рН среды, при​сутствия ингибиторов и активаторов, температуры, давления, УФ-облучения и других физических факторов. С повышением температуры среды активность ферментов возрастает, однако при температуре выше 50°С наблюдается снижение активности фермента из-за раз​рушения нативной структуры белковой глобулы. Возрастание температуры сопровождается увеличением подвижности функциональных групп в области активного центра и изменением нативной конформации белка.

Влияние рН на активность фермента может проявляться через ассоциативное поведение ионизирующих групп активного центра и функциональных групп суб​страта. На активность фермента может также повлиять поведение групп, расположенных на поверхности белковой глобулы, ионизация которых может приводить к изменению конформации белка фермента.

1.1.2 История формирования энзимологии как науки
Зарождение учения о ферментах относится к первой половине XIX века. Первое научное представление о ферментах было дано еще в 1814 г. Петербургским ученым К.С. Кирхгофом, который показал, что не только проросшие зерна ячменя, но и экстракты из солода способны осахаривать крахмал с превращением его в мальтозу. Вещество, извлекаемое из проросшего ячменя и обладающее способностью превращать крахмал в мальтозу, получило название амилазы. 

Ю. Либих и Ф. Веллер открыли агент, расщепляющий амигдалин, содержащийся в эфирном масле горького миндаля. Этот агент был назван эмульсином. В последующие годы были описаны другие ферменты, в частности пепсин и трипсин, вызывающие распад (гидролиз) белков в пищеварительном тракте. В 1913 году Михаэлис и Ментен выдвинули теорию механизма работы ферментов. 

В 1926 году (считается официальным годом рождения энзимологии как науки) Самнер выделил кристаллическую уреазу и доказал ее белковую природу. С тех пор было обнаружено и выделено более 700 ферментов, но в живых организмах их существует гораздо больше. В 1929 году другой биохимик – Д. Нортроп сообщил о выделении им кристаллического препарата пепсина, а затем трипсина и других ферментов. В 1946 году Нортроп и Самнер были удостоены Нобелевской премии за открытие белков ферментов. 

В 1969 году Меррифильд (Нью Йорк) синтезировал искусственно рибонуклеазу и доказал, что все ферменты являются белками.

1.1.3 Направления исследований в области энзимологии

Перечислим основные современные направления исследований в энзимологии:

1) исследования более тонких деталей молекулярного механизма и принципов действия ферментов в соответствии с законами классической органической химии и квантовой механики, а также совершенствование теории ферментативного катализа;

2) изучение ферментов на более высоких уровнях (надмолекулярном и клеточном) структурной организации живых систем, причем не столько отдельных ферментов, сколько ферментных комплексов в сложных системах; 

3) исследование механизмов регуляции активности и синтеза ферментов и вклада химической модификации в действие ферментов;

4) развитие исследований в области создания искусственных низкомолекулярных ферментов – абзимов (синтетические аналоги ферментов), наделенных аналогично нативным ферментам высокой специфичностью действия и каталитической активностью, но лишенных побочных антигенных свойств;

5) исследования в области инженерной энзимологии (белковая инженерия), создание «гибридных» катализаторов, сочетающих свойства ферментов, антител и рецепторов, а также создание биотехнологических реакторов с участием индивидуальных ферментов или полиферментных комплексов, обеспечивающих получение и производство наиболее ценных материалов и средств для народного хозяйства и медицины;

6) исследования в области медицинской энзимологии, основной целью которых является выяснение молекулярных основ наследственных и соматических болезней человека, в основе развития, которых, лежат дефекты синтеза ферментов или нарушения регуляции активности ферментов в организме человека.

1.1.4 Номенклатура и классификация ферментов
Современные классификация и номенклатура ферментов были разработаны Комиссией по ферментам Международного биохимического союза и утверждены на V Международном биохимическом конгрессе в 1961 году в Москве.

Существуют три основных принципа классификации ферментов:

1) по химической природе фермента;

2) по химической природе субстрата;

3) по типу катализируемой реакции.

Согласно Международной классификации, ферменты делят на шесть главных классов, в каждом из которых выделяют несколько подклассов, подподклассов и каждый фермент имеет свой порядковый номер:   

1) оксидоредуктазы; 

2) трансферазы; 

3) гидролазы; 

4) лиазы; 

5) изомеразы; 

6) лигазы (синтетазы).

1.1.4.1 Оксидоредуктазы. К классу оксидоредуктаз относят ферменты, катализирующие окислительно - восстановительные реакции с участием двух субстратов, лежащие в основе биологического окисления. Систематические названия их составляют по форме «донор: акцептор оксидоредуктаза». Например, лактат: НАД+ оксидоредуктаза для фермента лактатдегидрогеназы (ЛДГ).

Различают следующие основные подклассы оксидоредуктаз: 

- аэробные дегидрогеназы или оксидазы, катализирующие перенос протонов (электронов) непосредственно на кислород; 

- анаэробные дегидрогеназы, ускоряющие перенос протонов (электронов) на промежуточный субстрат, но не на кислород; 

- цитохромы, катализирующие перенос только электронов. 

К этому классу относят также гемсодержащие ферменты каталазу и пероксидазу, катализирующие реакции с участием перекиси водорода.

1.1.4.2 Трансферазы. К классу трансфераз относят ферменты, катализирующие реакции межмолекулярного переноса различных атомов, групп атомов и радикалов. Наименование их составляется по форме «донор: транспортируемая группа – трансфераза».
Различают трансферазы, катализирующие перенос одноуглеродных остатков, ацильных, гликозильных, альдегидных или кетонных, нуклеотидных остатков, азотистых групп, остатков фосфорной и серной кислот и др.  Например: метил- и формил - трансферазы, ацетилтрансферазы, аминотрансферазы, фосфотрансферазы и др.

1.1.4.3 Гидролазы. В класс гидролаз входит большая группа ферментов, катализирующих расщепление внутримолекулярных связей органических веществ при участии молекулы воды. Наименование их составляют по форме «субстрат - гидролаза». К ним относятся: 
1) эстеразы – ферменты, катализирующие реакции гидролиза и синтеза сложных эфиров; 

2) гликозидазы, ускоряющие разрыв гликозидных связей; 

3) фосфатазы и пептидгидролазы, катализирующие гидролиз фосфоангидридных и пептидных связей; 

4) амидазы, ускоряющие разрыв амидных связей, отличных от пептидных, и др.

1.1.4.4 Лиазы. К классу лиаз относят ферменты, катализирующие разрыв связей С-О, С-С, С-N и других, а также обратимые реакции отщепления различных групп от субстратов не гидролитическим путем. Эти реакции сопровождаются образованием двойной связи или присоединением групп к месту разрыва двойной связи. Ферменты обозначают термином «субстрат - лиазы». Например, фермент фумарат - гидратаза (систематическое название «L - малат - гидролаза») катализирует обратимое отщепление молекулы воды от яблочной кислоты с образованием фумаровой кислоты. В эту же группу входят декарбоксилазы (карбокси - лиазы), амидин - лиазы и др.

1.1.4.5 Изомеразы. К классу изомераз относят ферменты, катализирующие взаимопревращения оптических и геометрических изомеров. Систематическое название их составляют с учетом типа реакции: «субстрат – цис – транс - изомераза». Если изомеризация включает внутримолекулярный перенос группы, фермент получает название «мутаза».

К этому же классу относят рацемазы и эпимеразы, действующие на амино - и оксикислоты, углеводы и их производные; внутримолекулярные оксидоредуктазы, катализирующие взаимопревращения альдоз и кетоз; внутримолекулярные трансферазы, переносящие ацильные, фосфорильные и другие группы, и т.д.

1.1.4.6 Лигазы (синтетазы). К классу лигаз относят ферменты, катализирующие синтез органических веществ из двух исходных молекул с использованием энергии распада АТФ (или другого нуклеозидтрифосфата). Систематическое название их составляют по форме «X : Y лигаза», где X и Y обозначают исходные вещества. В качестве примера можно назвать L-глутамат: аммиак лигазу (рекомендуемое сокращенное название «глутаминсинтетаза»), при участии которой из глутаминовой кислоты и аммиака в присутствии АТФ синтезируется глутамин.

1.1.5 Мономеры и олигомеры

По своей структуре все белки - ферменты делятся на:

1) мономеры (однокомпонентные) простые белки, состоящие из одной глобулы; 

2) олигомеры (двухкомпонентные) – состоящие из двух и более субъединиц и содержащие наряду с белковой частью (апофермент) и небелковую часть (кофактор).

1.1.5.1 Мономерные ферменты обладают первичной структурой. Это строгая последовательность аминокислотных остатков в полипептидной цепи, соединенных пептидными связями. 

Вторичная структура мономерного белка фермента это - способ укладки полипептидной цепи в определенную конформацию. Среди конформаций наиболее часто встречаются: 

- α - спираль;

- β - складчатый лист;

- статический клубок (неупорядоченная структура);

- петле - и пальцеобразные структуры. 

Но основной функциональной активности белка - фермента является третичная структура. Третичная или нативная структура – это трехмерная конформация полипептидной цепи в пространстве или способ укладки вторичной структуры в компактную структуру определённого объема. При сворачивании вторичной структуры в третичную образуются домены. 

Домен – это участок в третичной структуре белка, который обладает структурной и функциональной автономией. В молекулах фермента может быть один или несколько доменов, их функции могут быть одинаковыми или разными. Домен одного и того же типа строения может входить в состав разных белков ферментов, это даёт схожесть их биологических и химических функций. К таким схожим доменам относится NAD - связывающий домен дегидрогеназ. Ферменты сконструированы по модульному принципу, где модулем является домен.

1.1.5.2 Структура олигомерных ферментов. Олигомер (греч. ολιγος - малый, немногий, незначительный; μέρος - часть) - молекула в виде цепочки из небольшого числа одинаковых составных звеньев. 

Этим олигомеры отличаются от полимеров, в которых число звеньев теоретически не ограничено. Верхний предел молекулярной массы олигомера зависит от его химических свойств. Свойства олигомеров сильно зависят от изменения количества повторяющихся звеньев в молекуле и природы концевых групп; с момента, когда химические свойства перестают изменяться с увеличением длины цепочки, вещество называется полимером.
           Олигомерами также называются белковые комплексы, состоящие из двух и более субъединиц. При этом, комплексы из одинаковых субъединиц называются гомо - олигомерами, а из разных -  гетеро - олигомерами.

            В биохимии термин олигомер также используется для обозначения коротких фрагментов нуклеиновых кислот (ДНК и РНК). Такие олигомеры, размещенные на стеклянной подложке или нейлоновой мембране, используются в экспериментах с гибридизацией ДНК.

Белковые олигомеры относятся к четвертичной структуре белка и состоят из 2 и более глобул (субъединиц). Субъединицу называют протомером. 

Если субъединицы:

1) одинаковые - гомогенный олигомер;

2) разные - гетерогенный олигомер.

Как правило, количество субъединиц чётное. Если субъединицы в составе олигомера разные, то они выполняют разные функции - каталитическую и регуляторную (аллостерическую). 

В пределах одного организма могут встречаться изоферменты – это множественные формы фермента, катализирующие одну и ту же реакцию, но отличающиеся друг от друга по физическим и химическим свойствам, в частности по сродству к субстрату, максимальной скорости катализируемой реакции (активности), электрофоретической подвижности или регуляторным свойствам. В основе номенклатуры и нумерации изоферментов лежит их электрофоретическая активность (подвижность к аноду) в катализе. Наиболее подвижным изоферментам присваивается первый номер. Биологическая роль изоферментов состоит в регуляции обмена веществ и адаптации.

 Например, фермент лактатдегидрогеназа существует в виде двух субъединиц: сердечной (Н) и мышечной (М). Молекула фермента в организме может быть представлена пятью изоферментами с конформациями, состоящими из четырех субъединиц: НННН, НННМ, ННММ, НМММ, ММММ.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Что изучает энзимология?

2. Дайте характеристику шести основным классам ферментов. 

3. Дайте цифровое обозначение фермента алкогольдегидрогеназы. К какому классу и подклассу относится данный фермент?

4. Что такое мономерные и олигомерные ферменты?

5. Что такое гомогенный олигомер?

6. Что такое гетерогенный олигомер?

7. Что такое изоферменты?

8. Что такое домен?

9. Как определить номер изофермента?

10.  Что такое третичная конформация белка фермента?

1.2 Надмолекулярная организация ферментов

1.2.1 Виды надмолекулярных форм организации ферментов

Существует 3 вида надмолекулярных форм организации ферментов:

1) мультиферментные комплексы;

2) мультиферментные коньюгаты;

3) мультиферментные ансамбли.

Мультиферментные комплексы - это надмолекулярные образования, которые включают несколько ферментов и коферментов. В мультиферментном комплексе (рисунок 1.1) несколько ферментов прочно связаны между собой в единый комплекс и осуществляют ряд последовательных реакций, в которых продукт реакции непосредственно передается на следующий фермент и является только его субстратом. Комплекс образован за счет нековалентных связей.  Благодаря таким комплексам значительно ускоряется скорость превращения молекул.
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Рисунок 1.1 – Строение мультиферментного комплекса

Примером работы мультиферментов являются реакции окислительного декарбоксилирования α  - кетокислот (пирувата и α - кетоглутарата) под влиянием пируватдегидрогеназы и α-кетоглутаратдегидрогеназы.

Мультиферментные коньюгаты – это комплексы, в которых различные ферменты связаны в единую полипептидную цепь. Мультиферментный комплекс, состоящий из ковалентно соединенных ферментов, является более стабильным, чем комплекс, образованный нековалентными связями. Примером этого комплекса может служить комплекс синтеза жирных кислот (СЖК) у бактериальных клеток E.coli и высших растений (рисунок 1.2).


Рисунок 1.2 – Мультиферментный конъюгат: а - активные центры фермента

Мультиферментные ансамбли (метаболоны) - наиболее высокоорганизованная мультиферментная система, связанная с крупными надмолекулярными структурами, например, рибосомами или мембранами. В составе метаболонов каждый фермент находится в контакте с одним или несколькими ферментами этого метаболического пути. Структура элемента поддерживается за счет опоры (матрикса) клетки или ее органелл. Существуют 2 вида ансамблей:

1) адсорбционные (динамичные);

2) интегральные (белок - фермент встроен в мембрану).

1.2.2 Понятие о простетической группе в составе сложных ферментов

В составе сложных белков есть белковая часть - апофермент и добавочная часть - простетическая группа. Апофермент и простетическая группа представляют собой холофермент.

Добавочная группа в составе сложных ферментов называется кофактором и представляет собой низкомолекулярный компонент небелковой природы, обеспечивающий течение ферментативной реакции. 

Различают две группы кофакторов: 

1) ионы металлов (а также некоторые неорганические анионы);

2) коферменты, представляющие собой органические вещества.

Примерно треть из всех известных в настоящее время ферментов активируются ионами металлов. В роли кофакторов ферментов могут выступать различные по природе ионы металлов (Zn2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, Ca2+, u2+, Na+, K). К коферментам относят: производные витаминов, нуклеотиды: НАД→НАДH, АТФ→АДФ, глутатионы, липоевую кислоту.

Роль кофакторов: 

1) изменение третичной структуры белка - фермента;

2) обеспечение комплементарности между ферментом и субстратом в ходе ферментативной реакции;

3) участие в реакции в качестве еще одного субстрата;

4) изменение структуры субстрата (роль активатора).

1.2.3 Роль металлов в качестве кофакторов

Ион металла может участвовать в присоединении субстрата в активном центре фермента, собственно в катализе, в стабилизации оптимальной конформации молекулы фермента и т.д.

Ионы металла выполняют функцию стабилизаторов молекулы субстрата, активного центра фермента и конформации белковой молекулы фермента, а именно третичной и четвертичной структур. Для некоторых ферментов субстратом служит комплекс превращаемого вещества с ионом металла. Например, для большинства киназ в качестве одного из субстратов выступает не молекула АТФ, а комплекс Mg2+- ATФ. В этом случае ион Mg2+ не взаимодействует непосредственно с ферментом, а участвует в стабилизации молекулы АТФ и нейтрализации отрицательного заряда субстрата, что облегчает его присоединение к активному центру фермента (рисунок 1.3). 
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Рисунок 1.3 – Комплекс Mg2+- ATФ

Схематично роль кофактора при взаимодействии фермента и субстрата можно представить, как комплекс E-S-Me, где Е - фермент, S - субстрат, Me - ион металла.

Коферменты окислительно - восстановительных ферментов (1 группа) делятся на 2 подгруппы:

1) окислительно - восстановительные коферменты - переносят протоны водорода (НАД, НАДH, липоевая кислота, убихинон);

2) нуклеозидфосфаты - переносят остатки фосфорной кислоты (АТФ, АДФ, АМФ).

1.2.4 Активный центр ферментов

Активный центр – это кластер специфических радикалов аминокислот, определенным образом расположенных в пространстве и определяющих специфичность и каталитическую активность ферментов. Он образуется в третичной структуре белка. Активный центр вступает во взаимодействие либо с субстратом, либо с кофактором. 

Аминокислотные остатки, которые входят в состав активного центра, называются каталитическими группами (R - группами). 

R группы делятся на: нуклеофильные (минус) и электрофильные (плюс) (таблица 1.1).
Таблица 1.1 – Электрофильные и нуклеофильные группы АЦ фермента
	Нуклеофильные группы
	Электрофильные группы

	Имидозольное кольцо гистидина
ОН - группа тирозина
SH- группа цистеина
NH4- группа лизина
Ионизированная карбоксильная группа аспарагиновой и глутаминовой аминокислот
	Положительный ион имидозолия
Неионизированные карбоксильные группы
Ионы металлов
Коферменты


1.2.5 Особенности строения активного центра 

На активный центр приходится малая часть объема белковой молекулы. Так, например, если вся белковая молекула состоит из 100 000 аминокислотных остатков, то на активный центр приходится только от 10 до 30 аминокислот.

Активный центр может быть двухкомпонентным и монокомпонентным.

Двухкомпонентный АЦ встречается у сложных белков и включает в себя кофактор или кофермент.

Монокомпонентный  АЦ - у простых белков ферментов и представлен  только аминокислотами.

Связь фермента и субстрата относительно слабая по своей силе. Специфическое взаимодействие фермента и субстрата определяется расположением атомов в активном центре фермента, при этом часто соответствие активного центра фермента и центров связывания молекулы субстрата представляют, как «ключ и замок». Некоторые активные центры ферментов не являются жесткими структурами, поэтому они становятся комплементарными в процессе образования фермент - субстратного комплекса (теория Кошланда, или “теория гибкого активного центра”). Активный центр фермента при этом меняет свою конфигурацию «настраивается» относительно структуры субстрата – индуктора по принципу индукции соответствия (динамического узнавания). В зависимости от присутствия в АЦ реакционных радикалов, активный центр фермента приобретает свойства: 

1)   кислоты;

2)   основания;

3) кислотно - основные: полифункциональный катализ, если в активном центре нуклеофильные и электрофильные группы.

Методом рентгено - структурного анализа и кристаллографии белковой молекулы установлено, что активный центр локализуется:

1) в стандартном дефекте, «вмятине», расположенной, в архитектуре белковой глобулы. В таком положении субстрат будет окружен и одновременно атакован многими боковыми цепями белка.

2) в месте стыков доменов. Например, у сериновых протеаз активный центр находится на стыке двух доменов. Такое положение способствует формированию особой среды активного центра.

1.2.6 Свойства среды активного центра ферментов

Среда АЦ фермента обладает рядом свойств:

1) микрогетерогенностью, которая обусловлена двумя факторами:

- в образовании активного центра фермента участвует не только полярные R- группы, но и частично аполярные углеводородные боковые группы аминокислотных остатков. Например, для альфа - хемотрипсина установлено, что на поверхность выходит 10 из 23 валинов, 10 из 15 изолейцинов, 6 фенилаланинов;

- в поверхность боковой молекулы прочно встроены молекулы воды - растворителя. 

2) низкой диэлектрической проницаемостью (Дэп), по сравнению с водой. Для воды Дэп = 80, в сорбционном центре хемотрипсина Дэп =10;

3) пониженной полярностью (по сравнению с водой). Установлена методом флюоресценции органических соединений в сравнении с водой;

4) локальной высокополярностью. Рядом с участками с повышенной полярностью в поверхностных областях активного центра регистрируется высокая полярность за счет диполей пептидных связей. Их близкое расположение ведет к образованию участков с высокой напряженностью электрического поля (10 - 100 мВ/см);

5) микровязкостью. В активном центре аминокислоты расположены так плотно, что затруднено поступательное движение молекул и вращательное движение молекул. Все это способствует прекращению диффузии между молекулами белка - фермента и субстрата.

Изучение поверхностного слоя фермента позволяет ответить на вопрос «Почему ферментам удается ускорять скорость реакции?»:

1) в активом центре сосредоточено большое количество функциональных групп, которые одновременно взаимодействуют с субстратом;

2) среда активного центра обладает микрогетерогенностью, где гидрофобные участки чередуются с гидрофильными областями с локальной высокополярностью;

3) поверхностный слой белка - фермента характеризуется микровязкостью и ограничивает диффузию между субстратом и ферментом.

Все свойства активного центра способствуют к многоцентровому взаимодействию между молекулой фермента и субстрата.

Причинами ускорения химической реакции, катализируемой ферментами по сравнению гомогенными каталитическими процессами без участия фермента, являются: 

1) сорбционное взаимодействие боковых субстратных групп с молекулой фермента. Субстрат подвергается каталитической атаке не одной, а нескольких R - групп. Сорбционное взаимодействие ускоряет реакцию в  [image: image4.png]107



 раз и более;
2) полифункциональный характер катализа: за счет нуклеофильного,  или электрофильного катализа ускорение химической ферментативной реакции идет [image: image6.png]103



 раз;
3) микрогетерогенность среды АЦ дает самое высокое повышение.
1.2.7 Аллостерический центр

У некоторых белков - ферментов есть аллостерический центр или регуляторный центр - участок молекулы фермента, с которым связываются низкомолекулярные химические соединения – эффекторы (модификаторы), изменяя активность фермента. Эффекторы делятся на:

1) активаторы (ионы металлов);

2) ингибиторы (тяжелые металлы), которые могут быть обратимыми и необратимыми.

1.2.8 Определение активности ферментов

Активность ферментов определяется единицами активности – каталами (Е). 1 катал – это такая единица активности фермента, когда фермент способен катализировать превращение 1 молекулы субстрата за 1 секунду при температуре 25 градусов.

Для ферментативной реакции определяется скорость реакции - кинетический показатель - число полных каталитических циклов, осуществляемых ферментом за единицу времени. (Например, для пепсина 8 циклов за 1 минуту).

Удельная активность фермента - скорость реакции, которая относится к 1 миллиграмму белка - фермента. 

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Какие виды надмолекулярных форм организации ферментов выделяют?

2. Дайте понятие простетической группы в составе сложных ферментов. 

3. Какова роль металлов в структуре ферментов? 

4. Какое строение имеет активный центр ферментов?

5.  Где располагается АЦ?

6. Какие нуклеофильные радикалы входят в состав АЦ фермента?

7. Какие электрофильные радикалы входят в состав АЦ фермента? 

8. Что такое аллостерический центр фермента?

9. Что такое 1 катал?

10. Что такое удельная активность фермента?

1.3 Принципы пространственной организации молекулы фермента

1.3.1 Силы стабилизирующие третичную структуру белка - фермента

Третичной структурой белка называется трехмерная пространственная структура, образующаяся за счет взаимодействия между радикалами аминокислот, которые могут располагаться на значительном расстоянии в полипептидной цепи.

В стабилизации третичной структуры белковой молекулы участвуют ковалентные связи (дисульфидные), но основную роль играют нековалентные связи:

1) водородные;

2) электростатические взаимодействия заряженных групп;

3) межмолекулярные  Ван – дер - Ваальсовы силы;

4) гидрофобные связи - взаимодействия неполярных радикалов аминокислот.

Стабильность третичной структуры зависит от системы нековалентныхвзаимодействий внутри белковой глобулы. Некоторые белки дополнительно стабилизируются ковалентными - дисульфидными связями между SH- группами цистеина.

1.3.2 Термодинамика сворачивания третичной структуры белка

Процесс сворачивания белка в нативную конформацию осуществляется самопроизвольно при условии снижения энергии Гиббса термодинамической системы (∆G <0), согласно закону Гиббса:

∆G = ∆H - T∆S,                                                    (1.1)

где  ∆G - энергия Гиббса;

       ∆H - энтальпия системы;

       T - температура системы;

       ∆S – энтропия термодинамической системы.

Для выполнения самопроизвольного процесса сворачивания молекулы белка фермента, энтальпия должна снижаться, а энтропия увеличиваться. Данный процесс обеспечивается разрывом одних связей и формированием новых внутримолекулярных связей в молекуле белка – фермента. Основную термодинамическую роль в процессе сворачивания белка играют водородные и гидрофобные связи. Значительно меньший вклад вносят дисульфидные связи, электростатические взаимодействия и  Ван – дер - Ваальсовы силы.

1.3.3 Значение водородной связи 

Водородная связь образуется между полярными аминокислотными остатками. Энергия одной водородной связи составляет 3 ккал/моль. За счет большого количества водородных связей, которые образуются в процессе сворачивания белка в третичную конформацию, энтальпия белковой молекулы растет, что является термодинамически невыгодным процессом. Но при сворачивании идет не только образование новых водородных связей, но и разрыв ранее существовавших, что в целом, снижает энтальпию системы и способствует незначительному росту энтропии, что термодинамически выгодно. 

При образовании третичной структуры возникает максимальное число водородных связей внутри белковой глобулы, но при формировании всей белковой глобулы снижается энтропия пептидной связи первичной структуры, при этом повышается энтропия растворителя - молекул воды, что лишает стабильности структуру молекулы белка и также способствует процессам сворачивания фермента в нативную конформацию.

Разрыв отдельных водородных связей во вторичной структуре приведет к снижению энтальпии и повышению энтропии, что также способствует процессу сворачивания.

1.3.4 Роль гидрофобных связей

На втором месте по значению в процессе самопроизвольного сворачивания белка и стабилизации его третичной структуры находятся гидрофобные связи. Они образуются между неполярными аминокислотами и водой. Выигрыш в энергии образуется за счет образования пустот в динамичной структуре воды (квазикристаллическая структура или «льдоподобная» вода). Динамичные пустоты образуют поверхность раздела белка и воды. Гидрофобные связи в целом повышают энтропию между молекулой белка и молекулами растворителя – воды. Чем меньше поверхность раздела, тем меньше энтропия белковой молекулы, поэтому в процессе сворачивания белок стремится уменьшить термодинамически невыгодный контакт с водой и формирует гидрофобное ядро в форме шара. В целом гидрофобные связи повышают энтропию системы.

1.3.5 Значение Ван – дер - Ваальсовых связей

Ван – дер - Ваальсовы связи возникают при сближении неполярных аминокислот, что незначительно снижает энтропию сворачивания белка в третичную конформацию.

1.3.6 Значение электростатических связей

Электростатические связи возникают между карбоксильными остатками (COOH - группами) дикарбоновых аминокислот и аминогруппами диаминокарбоновых кислот. Так, аспарагиновая и глютаминовая кислоты, имеют отрицательный заряд, а гистидин, аргинин и лизин - радикалы с положительным зарядом. В результате разной электроотрицательности происходит обмен электронами и образуются солевые мостики. Электростатические связи незначительно снижают энтропию в процессе сворачивания белка.

1.3.7 Роль дисульфидной связи

Дисульфидная связь возникает между остатками цистеина. Поскольку цистеин редко входит в состав белков, большинство ферментов ее не имеют. На процесс сворачивания дисульфидные связи в целом оказывают отрицательный эффект за счет снижения энтропии (энтропийные потери).

Значение дисульфидных связей:

1) дисульфидная связь облегчает процесс правильного пути сворачивания белка в нативную конформацию, т.к. образуется одной из первых;

2) ковалентная дисульфидная связь повышает энтропию белковой молекулы;

3) дисульфидные связи сохраняются у денатурированных белков;

4) в процессе сворачивания белка дисульфидные связи уменьшают число возможных конформаций молекулы белка - фермента;

5) образование дисульфидных связей не предшествует процессу сворачивания белка в глобулу, а лишь способствуют этому процессу и корректирует его;

6) в процессе сворачивания могут образовываться неправильные дисульфидные связи, которые после формирования белковой глобулы разрушаются.

 Таким образом, стабилизация третичной структуры зависит не только от структуры самого белка, но и от структуры растворителя воды. Поэтому изменение структуры воды: нагревание или замораживание дестабилизирует третичную структуру белка и приводит к денатурации – утрате третичной конформации и ферментативных свойств.

Термодинамика сворачивания третичной структуры белка характеризуется тем, что факторы сворачивания и факторы, действующие в противоположном направлении, сбалансированы. Поэтому белковая молекула часто утрачивает стабильность при незначительном изменении параметров системы. Энергия одной водородной связи составляет 3 ккал/моль, а изменение свободной энергии системы в процессе сворачивания белка составляет ∆G = 10 ккал/моль.

1.3.8 Физическая форма третичной структуры белка - фермента

В нативной структуре фермента выделяют ядро, состоящее из неполярных аминокислот и гидрофильную оболочку, представленную полярными АКО (рисунок 1.4). Неполярные аминокислоты в результате сворачивания и образования гидрофобных связей находятся внутри белковой молекулы. Участки из полярных аминокислотных остатков в гидрофобном ядре формируют активный центр фермента, а участки из неполярных аминокислотных остатков на поверхности фермента формируют аллостерический центр.

 Участки из неполярных аминокислотных остатков могут формировать элементы четвертичной структуры и надмолекулярные структуры. Полярные остатки могут находится внутри ядра, между ними образуются электростатические, водородные и Ван-дер-Ваальсовы связи.


Рисунок 1.4 – Схема строения молекулы белка - фермента

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Перечислите силы стабилизирующие третичную структуру белка фермента.

2. Какая энергия обеспечивает самопроизвольное протекание термодинамических процессов сворачивания третичной структуры белка?

3. Какова роль водородной связи в сворачивании третичной структуры белка?

4. Какова роль гидрофобных связей в сворачивании третичной структуры белка?

5 Какова роль Ван-дер-Ваальсовых связей в сворачивании третичной структуры белка?

6. Какова роль электростатических связей в сворачивании третичной структуры белка?

7. Какова роль дисульфидных связей в сворачивании третичной структуры белка?

8. Дайте характеристику физической форме третичной структуры белка – фермента.

1.4 Механизм формирования пространственной структуры белков - ферментов

1.4.1 Парадокс Левенталя

У белковой цепи есть бездна возможных конформаций (каждый аминокислотный остаток имеет около 10 возможных конформаций, то есть цепь из 100 остатков - порядка 10100 возможных конформаций). Так что белок должен искать «свою» пространственную структуру среди 10100 возможных вариантов. И так как переход из одной конформации в другую занимает в среднем около 10-13 секунды, то как минимум, перебор всех 10100 структур должен занимать порядка 1080 лет, на фоне которых время жизни нашей Вселенной - 1010 лет - величина бесконечно малая. Возникает вопрос: как белок «находит» свою единственно возможную структурную конформацию за минуты?

Ученые установили, что нативная конформация белка обладает рядом свойств:

1) нативная пространственная структура белка по всем тестам ведет себя как самая кинетически стабильная во времени;

2) с точки зрения термодинамики нет никаких доказательств, что данная структура наиболее устойчива в термодинамическом плане.

С. Левинталь предположил, что нативная структура белка определяется не стабильностью, не термодинамикой, а кинетикой, т.е. она соответствует не глобальному, а наиболее быстро достижимому минимуму свободной энергии молекулы. 

Решение парадокса Левинталя следующее: 

1) к формированию третичной структуры белка фермента ведет цепь быстрых превращений не требующих дополнительной энергии, т.е. свободной энергии;

2) пространственную структуру белка определяет его первичная структура (зашифрованная в генетическом коде), т.е именно генетический код определяет пространственную структуру белка, а не работа внеклеточных структур во время его синтеза;

3) процесс сворачивания белка в нативную конформацию многостадийный и осуществляется по принципу иерархии.

1.4.2 Стадии сворачивания белка, иерархический принцип сворачивания

Согласно современным представлениям, процесс сворачивания белка имеет иерархическую природу и осуществляется строго последовательно в четыре стадии: 

1) очень быстрая: формирование элементов вторичной структуры, служащих как бы «затравками» для образования более сложных архитектурных мотивов (за десятую долю микросекунды α-спираль охватывает пептид из 20-30 остатков);  

2) очень быстрая: специфическая ассоциация некоторых элементов вторичной структуры с образованием супервторичной структуры: сочетания нескольких α-спиралей, нескольких β-цепей либо смешанные ассоциаты данных элементов; 

3) медленная: формирование «расплавленной глобулы» (создание основных элементов третичной структуры - сочетание α-спиралей, β-тяжей, соединяющих петель и образование гидрофобного ядра молекулы и формирование доменов);

4) формирование нативной структуры белка - “затвердевание”, формирование оболочки (несколько минут).

1.4.3 Термодинамическая характеристика процесса сворачивания

Процесс сворачивания белка осуществляется самопроизвольно за счет снижения свободной энергии системы: повышения энтропии и понижения энтальпии. Каждая стадия сворачивания белка обеспечивается энергией: 

1 стадия: обеспечивается за счет разрыва и образования водородных связей, которые снижают энтальпию. Установлено, что чем больше альфа-спиралей в молекуле белка, тем ниже энтальпия.

2 стадия: за счет гидрофобных взаимодействий АКО, которые повышают энтропию.

3 стадия: за счет гидрофобных связей, обеспечивающих 2/3 всей работы по сворачиванию белка.

4 стадия: «отвердевание» за счет Ван - дер - Ваальсовых, водородных, электростатических связей. Водородные связи обеспечивают точность межатомных взаимодействий.

1.4.4 Внутриклеточная регуляция пространственной структуры белка

В настоящее время установлено два механизма регуляции сворачивания нативной структуры белка:

1) Механизм регуляция скорости сворачивания: на этапе превращения “расплавленной глобулы” в твердый белок. Осуществляется за счет специальных ферментов, которые ускоряют процесс сворачивания. К ним относятся два белка- фермента:

- пептидилпролил-цис/транс-изомераза, которая осуществляет перевод АКО из транс-конформации на рибосомах в цис- конформацию, необходимую для образования пространственной структуры.

- протеиндисульфидизомераза, которая катализирует образование и изомеризацию дисульфидных связей в молекуле белка. 

2) Механизм защиты частично свернутого белка от неспецифических агрегаций. Осуществляется за счет специальных белков - гистонов. Они увеличивают эффективность сворачивания полипептидной цепи и защищают белок от неспецифических агрегаций. Данные белки называют шаперонами.

Шапероны (chaperon - пожилая дама, сопровождающая молодую девушку на балы и пр., наставник, сопровождающий группу молодежи).

Функции шаперонов:

1) Связываются с развернутой или частично развернутой конформацией полипептидной цепи и не дают ей “запутаться”;

2) Удерживают частично развернутый белок;

3) Способствуют переносу белка в развернутом состоянии через мембранные структуры в различные органеллы клеток;

4) Создают условия для эффективного сворачивания белка.

Виды белков - гистонов. Гистоны относятся по своему классу к белкам «теплового шока». В обычных условиях каждая клетка содержит определенный набор шаперонов. Их синтез возрастает в стрессовых ситуациях (например, при повышении температуры).

Классифицируют шапероны по их молекулярной массе и делят на два семейства:

1) шаперонины - большие белки. Образуют сложные комплексы: hsp 10 и hsp 60; 

2) шапероны: hsp 70. Состоят из 1 - 2 полипептидных цепей и удерживают белок, сходящий с рибосомы, в развернутом состоянии, обеспечивают его транспорт внутри цитоплазмы после схождения с рибосомы, передают другому шаперонину для обеспечения дальнейшего сворачивания и транспорт через мембраны митохондрий, ЭПС. У митохондрий обнаружен свой шаперон hsp 50.

Освобождение белка от шаперонов связано со способностью шаперонов связываться с АТФ или АДФ. Отщепление происходит под действием фермента АТФазы. 

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. В чем состоит парадокс Левенталя?

2. Назовите стадии сворачивания белка. 

3. В чем состоит иерархический принцип сворачивания белка.

4. Решение парадокса Левинталя.

5. Термодинамическая характеристика процесса сворачивания.

6. Какая существует внутриклеточная регуляция пространственной структуры белка?

7. Какие ферменты регулируют процесс сворачивания белка.

8. Что такое шапероны. Какую функцию они выполняют в клетках?

9. Что такое шаперонины. Какова их функция?

1.5 Домены, структурная и функциональная характеристика

1.5.1 Определение доменов

Домен – это участок в третичной структуре белка, обладающий структурной и функциональной автономией. В процессе сворачивания белка в нативную конформацию на третьей стадии формируется гидрофобное ядро, образованное неполярными аминокислотными остатками. По данным рентгено - структурного анализа в структуре ядра определяются мозаичные участки, образованные либо гидрофильными остатками аминокислот, либо гидрофобными с признаками структурной и функциональной автономии. Домены формируются на 3 стадии сворачивания белка. 

Процесс происходит в следующей последовательности:  

1)  независимое сворачивание отдельных доменов;

2) установление контактов между отдельными доменами. Для мономеров, когда между отдельными доменами формируется активный центр фермента. Для олигомеров: домены образуются на стыке субъединиц.

1.5.2 Доказательства  доменной стадии сворачивания белка

В 1969 году получено первое доказательство доменной стадии сворачивания белка по данным кристаллографии лизоцима. Установлено, что он имеет несколько компактных глобул.

В 1971 году обособленные структурные образования выделены у белков иммуноглобулинов Каннингхэмом, который предположил, что существует независимый генетический контроль доменной области в структуре белка. Такие области были названы доменами;
В 1972 году Дж. Бирктофт и Д. Блоу выделили два домена у альфа- хемотрипсина, каждый из которых имеет цилиндрическую форму и образован шестицепочечной антипараллельной бета - структурой. Такой же тип строения был определен у других протеолитических ферментов: эластазы, трипсина, аспартатной протеиназы. 

Изучение ферментативной активности белков показало, что в ферментативной реакции участвует не вся белковая молекула, а лишь небольшая ее часть (активный центр). Вся остальная часть белковой глобулы служит основанием или каркасом, обеспечивающим правильное положение аминокислотных остатков в активном центре. Поэтому белки с различной первичной структурой могут иметь одинаковые химические функции, но принадлежать к разным структурным классам белков. К ним относятся: двухдоменный белок трипсин, однодоменный белок субтилизин (из альфа- спиралей и бетта - структур);

Д. Уетлауфер объясняет существование доменов спецификой механизма самопроизвольной сборки аминокислотной последовательности в нативную конформацию. Он различает 2 вида доменов: с непрерывной и разрывной полипептидной цепью. Элементом, цементирующим структуру домена, считается ядро (нуклеация) из 8 - 18 остатков. Ядро служит матрицей для укладки полипептидной цепи домена размером в 40 - 150 аминокислотных остатков. Такая организация домена обеспечивает быструю спонтанную сборку всей структуры белка;

Парвис и соавторы установили, что домены сложных олигомерных белков кодируются различными экзонами. Установлено, что в структуре гена ДНК участки, отвечающие за продолжительность паузы в процессе синтеза белка, обеспечивают правильную сборку мультиферментных олигомерных белков.

1.5.3 Свойства доменов

В результате многочисленных исследований установлено, что домены обладают следующими свойствами:

1) нет четкой корреляции между доменной организацией и размером белка. Например, фермент карбоксипептидаза состоит из 307 аминокислот, одного домена и одного активного центра, фермент лизоцим - из 164 аминокислот и двух доменов;

2) структурная автономия домена часто дополняется и функциональной автономией. Например, нуклеотид - связывающий домен дегидрогеназ, ответствен за взаимодействие с одним из субстратов реакции - коферментом NAD или NADH.  Аминоконцевые домены (кринглы) ферментов системы свертывания крови обеспечивают связывание с липидами мембран и другими белками. Аминоконцевые домены иммуноглобулинов формируют центр связывания антигена;

3) неполная функциональная автономия: доказано для белка папаина, активный центр располагается во впадине, причем образующие его функциональные группы расположены в разных доменах, активный центр способен катализировать реакции только одного порядка;

4) доменная структура молекулы белка соответствует ранним этапам эволюции пространственной структуры белка от простейших форм жизни до сложных. Установлено, что у вируса ВИЧ - инфекции фермент протеиназа состоит из 99 аминокислот, двух доменов. По структуре данный фермент похож на фермент пепсин;

5) границы доменов соответствуют границам экзонов в молекуле ДНК;

6) домены могут независимо от других частей белковой молекулы поддерживать и формировать пространственную структуру белка;

7) установлены междоменные взаимодействия при сворачивании олигомеров;

8) установлен пространственный обмен доменами в некоторых олигомерных белках и у них процесс формирования третичной структуры идет через стадию обмена доменами.

1.5.4 Мультидоменная организация молекулы фермента

Белки построены по модульному принципу, где модулем являются домены. Белок – фермент представляет собой набор различных доменов, отвечающих за выполнение определенных функций. Например, связывание с мембраной (концевые домены ферментов свертывания крови), либо связывание с субстратом, либо регуляторный домен, который отвечает за активность и неактивность ферментов.

В зависимости от строения домена фермент приобретает следующие свойства:

1)  абсолютную специфичность;

2)  относительную специфичность. Это будет в том случае, если:

- активный центр формируется на границе доменов; 

- активный центр образуется после смыкания доменов.

- активный центр сформирован в одном домене.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Дайте определение доменов.

2. Какие существуют доказательства доменной стадии сворачивания белка? 

3. Какие вы знаете свойства доменов?

4. В чем состоит мультидоменная организация молекулы белка – фермента?

5. Какие свойства приобретает фермент благодаря одинаковым доменам в его структуре?

6. Какие свойства приобретает фермент если активный центр расположен на стыке доменов? 
1.6 Характеристика фермент - субстратного комплекса

Преобразование субстрата происходит внутри соединения - фермент- субстратного комплекса (Е-S). Для понимания того, как работает фермент, необходимо знать структуру фермента, фермент - субстратного комплекса, а также промежуточных соединений и продукта реакции. Время существования фермент – субстратного комплекса ограничено. Для изучения структуры фермент - субстратного комплекса проводят рентгено - структурный анализ комплексов фермент и продукт, фермент и ингибитор и с аналогами субстрата.

1.6.1 Механизм образования фермент - субстратных комплексов в растворителе

При формировании фермент - субстратного комплекса происходит образование новых межмолекулярных связей между ферментом и субстратом. Образуются водородные, ковалентная дисульфидная, гидрофобная и электростатическая связи.

Ковалентная образуется между R-группами цистеина и соответствующими остатками субстрата.

Водородная связь возникает между двумя остатками водорода, расположенными рядом с атомами кислорода. Образование таких связей происходит между субстратом и активным центром фермента лизоцима при гидролизе полисахаридов. Было установлено, что в этом случае ∆Н водородной связи составляет от 4 до 8 ккал/моль.

Гидрофобные связи возникают между неполярными углеводородными фрагментами субстрата и гидрофобными (хотя бы частично) участками активного центра фермента. При этом происходит как бы экстракция R- групп фермента в органический растворитель. Например, при этом активный центр белка - фермента, содержащий участок, контактирующий с водой за счет боковых гидрофобных групп теряет связь с водой, что является энергетически более выгодным. Это способствует ускорению реакции в [image: image8.png]10°



раз. Данный тип взаимодействия встречается достаточно часто.

Электростатические взаимодействия возникают между заряженными группами субстрата и аминокислотными остатками активного центра фермента. Выигрыш в энергии составляет от 6 до 9 ккал/моль, реакция ускоряется в [image: image10.png]104



раз. Например, при катализе белков сериновыми протеазами.

При формировании фермент - субстратного комплекса также происходит образование хелатных комплексов. Таким образом, что фермент и субстрат связаны между собой двумя и более числом точек взаимодействия, такие комплексы называются хелатными. 

При формировании фермент - субстратного комплекса также происходят конформационные изменения в молекуле фермента. Фермент может “настраиваться” определенным образом в пространстве, поскольку R- группы аминокислотных остатков активного центра в поверхностном слое белковой глобулы зафиксированы не слишком жестко и обладают определенной подвижностью. В результате обеспечивается возможность пространственной настройки сорбционных участков глобулы фермента на соответствующие участки сорбции молекулы субстрата.

Фермент способен принять конформацию, отличную от равновесной, в которой он находится до момента образования комплекса. За счет конформационных изменений уменьшаются энтропийные потери.

На формирование фермент - субстратного комплекса оказывает большой эффект микровязкость среды активного центра фермента. Это дает почти полную потерю подвижности молекул субстрата, т.е. теряется способность к поступательной, вращательной подвижности и к диффузии.

Вывод: таким образом, термодинамически невыгодный процесс формировании фермент - субстратного комплекса в растворителе компенсируется многоточечностью взаимодействия, конформационной подвижностью R- групп активного центра, микровязкостью среды активного центра и образованием различных видов связей между ферментом и субстратом.

1.6.2 Оценка свободной энергии сорбции комплекса фермент - лиганд

Процесс образования комплекса фермент - лиганд с точки зрения термодинамики рассмотрим, как последовательный, состоящий из двух этапов:

1) процесс сближения и ориентации лиганда (субстрата) напротив центра сорбции фермента, который сопровождается затратами энергии (∆G сближения), что является термодинамически невыгодным процессом;

2) образование хелатного комплекса фермент - лиганд в растворителе за счет образования межмолекулярных связей. Энергозатраты на образование комплекса [image: image12.png]AGE™



 компенсируются образованием хелатного комплекса между ферментом и субстратом: чем больше точек взаимодействия, тем больше энергия ∆G связывания (термодинамически выгодный процесс):

∆Gсвязывания - ∆Gсближения = ∆Gассоциации,                                                       (1.2)

где  ∆Gсвязывания - внутренняя энергия связывания фермента и субстрата;  

      ∆Gсближения -   энергия, затраченная на сближение фермента и субстрата; 

      ∆Gассоциаци - энергия ассоциации, которая снижает энергию активации субстрата в последующей ферментативной реакции преобразования субстрата в продукт.

1.6.3 Причины ускорения реакций ферментами

Каталитические свойства фермента обусловлены сложным механизмом их действия. С точки зрения современной энзимологии, ферментативный катализ обусловлен тремя причинами:

1) сорбция субстрата на ферменте протекает так, чтобы облегчить последующую реакцию превращения субстрата в продукт. Снижение энергии активации субстрата происходит за счет высвобождения энергии [image: image14.png]AGE™



 ассоциации;
2) полифункциональный характер химических взаимодействий между ферментом и субстратом. В активном центре фермента могут быть и нуклеофильные и электрофильные группы, которые обеспечивают химический катализ субстрата, как кислотами, так и основаниями;
3) эффектами микросреды активного центра фермента.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Какие существуют механизмы образования комплексов в растворителе?

2. Какие межмолекулярные связи образуются между ферментом и субстратом в растворителе?

3. Дайте определение хелатного комплекса?

4. Проведите оценку свободной энергии - сорбции комплекса фермент – лиганд.

5. В чем причины ускорения реакции ферментами?

6. За счет чего происходит снижение энергии активации молекулы субстрата?

1.7 Комплементарность между ферментом и субстратом

1.7.1 Понятие комплементарности

В процессе образования фермент субстратного комплекса, когда каждая R - группа субстрата соединяется с соответствующими центрами связывания фермента, и энергия связывания принимает максимальное значение в этом случае говорят, что фермент и субстрат структурно комплементарны.

Структура субстрата изменяется в ходе химической ферментативной реакции, но недеформированная молекула фермента может быть комплементарна только одной форме субстрата. Ферменту каталитически выгодно быть комплементарным не исходному, а переходному состоянию субстрата, когда его внутренняя энергия принимает максимальное значение. В этом случае увеличение энергии связывания по мере приближения субстрата к структуре переходного состояния уменьшает энергию активации стадии химического превращения субстрата в продукт.

1.7.2 Катализ сериновыми протеазами

Протеазы, содержащие в своем активном центре АКО серин, относятся к группе сериновых протеаз: альфа-хемотрипсин, эластаза, субтилизин.

Ферменты протеазы расщепляют пептидную связь в белковых субстратах. Реакция гидролиза белка идет в присутствии растворителя – воды (рисунок 1.5).
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Рисунок 1.5 – Схема гидролиза белка

Весь механизм действия фермента сводится к процессу сорбции альфа-ациламидного фрагмента субстрата на карбоксильной группе активного центра фермента (рисунок 1.6). 
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Рисунок 1.6 – Фрагмент собированной молекулы субстрата

Образование водородных связей между карбоксильными группами фермента и альфа - ациламидным фрагментом молекулы субстрата приводит к образованию двух поляризованных нуклеофильных и электрофильных группировок серина. В результате сорбции образуется переходное состояние молекулы субстрата, что облегчает нуклеофильную атаку фермента, что приводит к ускорению реакции в активном центре фермента.

Образование водородной связи накладывает существенные энтропийные ограничения на молекулу субстрата. Это должно уменьшать суммарный вклад комплексообразования фермент - субстрат в ускорении реакции.

Стабилизация переходного состояния субстрата экспериментально была доказана во многих химических ферментативных реакциях (ХФР) с использованием олигомерных субстратов, которая доказала, что ферментативный процесс идет через промежуточное образование ацил-фермента, когда образуется связь между ОН- группой серина и С- пептидной связью субстрата.

Скорость ХФР закономерно возрастает с увеличением числа водородных связей, образуемых химически инертным фрагментом молекулы субстрата и субстрат связывающей площадки фермента.

В ферментативном катализе роль движущей силы играет свободная энергия сорбции субстрата на ферменте. Термодинамическая предпосылка сближению и ориентации состоит в том, что замораживание молекулы субстрата идет за счет свободной энергии сорбции.

В варианте с сериновыми протеазами это водородные связи, которые повышают энтропию, что приведет к снижению ∆g и процесс идет самопроизвольно.

1.7.3 Модели взаимодействия фермента и субстрата в катализе

В настоящее время существуют три теории образования комплекса фермент – субстрат в ходе ХФР, это: 

- механизм «ключ-замок»;

- теория индуцированного соответствия;

- теория напряжения.

1.7.3.1. Механизм «ключ-замок». В 1894 году Эмиль Фишер для объяснения механизма ХФР предложил модель «ключ-замок». Фермент соединяется с субстратом с образованием короткоживущего фермент-субстратного комплекса. При этом активный центр фермента организован так, что субстрат входит в него как ключ в замок. В ходе образования фермент - субстратного комплекса не изменяется структура ни субстрата, ни активного центра фермента. В этом случае фермент абсолютно специфичен в отношении субстрата.

Недостатки: для многих ферментов «ключ плохо подходит к замку», в этом случае необходимо применить дополнительную силу, чтобы повернуть «ключ».

1.7.3.2. Теория индуцированного соответствия выдвинута Кошландом. В отсутствие субстрата каталитически активные группы фермента Х и Х` расположены так, что не могут одновременно взаимодействовать с субстратным фрагментом Y (рисунок 1.7 а).
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Рисунок 1.7 – Схематическое изображение конформационных изменений в ферменте, индуцированных субстратом
В результате сближения и ориентации происходит конформация активного центра фермента с образованием фермент - субстратного комплекса (рисунок 1.7 б). На образование комплекса тратится часть свободной энергии сорбции, направленной на изменение конформации активного центра фермента. 

Например, фермент гексокиназа, а субстрат (S) - АТФ. Гексокиназа переносит фосфатные группы с АТФ на глюкозу. Фосфатная группа может быть перенесена и на воду.

Кошланд выдвинул три постулата механизма индуцированного соответствия:

1) до связывания с субстратом фермент находится в открытой форме.  Он может захватить субстрат из воды, но не проводит фосфорилирование;

2) после связывания с субстратом домены поворачиваются, щель закрывается, вода вытесняется, а все компоненты химической ферментативной реакции сходятся вместе. Фермент переходит в закрытую каталитически активную форму, вода вытесняется и поэтому не конкурирует с субстратом за остаток фосфорной кислоты;

3) после каталитического акта фермент открывается, а продукт уходит.

Таким образом, индуцированное соответствие достигается смещением либо крупных блоков, либо целых белковых доменов, а не простой перестройкой боковых групп активного центра. По аналогии мышечного сокращения, в пальцы(домены) сжимаются в кулак.

1.7.3.4 Теория напряжения. Авторы теории напряжений Ламри и Эйринг и Дженкс. Активный центр устроен так, что в результате деформированная молекула субстрата активируется, т.е. приобретает некоторые свойства важные для образования переходного состояния реакции. Образуется переходное состояние субстрата.

В молекуле субстрата происходит сжатие или растяжение связей, изменяется угол между связями. Такая «напряженная» структура субстрата позволяет снизить энергию активации, необходимую для преобразования молекула субстрата.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Дайте определения комплементарности между ферментом и субстратом.

2 Какие ферменты относятся ксериновым протеазам?

3 Структурные и термодинамические предпосылки механизма сближения и ориентации в ферментативном катализе.

4 Какие существуют модели взаимодействия фермента и субстрата в катализе?

5. Что лежит в основе теории «напряжения»?

6. Кто является автором теории «ключ – замок». В чем суть теории?

7. Какие механизмы лежат в катализе сериновыми протеазами?

8. Какие постулаты выдвинул Кошланд механизма индуцированного соответствия?

9. Как меняется конформация фермента в результате сближения и ориентации?

1.8 Полифункциональный характер механизма ферментативного катализа. Сущность кислотно- основного катализа

Реакция, катализируемая ферментами, является не только физической, но и химической. В активном центре фермента сосредоточены R- группы, которые могут быть электрофильными, нуклеофильными, либо обе одновременно. Данные группы в ферментативной реакции могут выступать:

- в качестве кислот;

- в качестве оснований.

Благодаря такому строению активного центра фермента в фермент - субстратном комплексе возможна химическая атака сорбированной молекулы субстрата по двум основным химическим механизмам:

1) общекислотному;

2) общеосновному.

1.8.1 Механизм общекислотного электрофильного катализа

Активный центр фермента выступает в качестве донора протона водорода и действует как кислота. Рассмотрим на примере реакции дегидратации амидной группы в субстратах белковой природы (рисунок 1.8).
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Рисунок 1.8 – Реакция дегидратации амидной группы в субстратах белковой природы

При некаталитическом пути образуется термодинамически неустойчивый продукт. При каталитическом пути участвует активный центр фермента, в котором имеется свободный протон водорода - [image: image20.png]


. Электрофильный АЦ выступает донором протонов водорода. В прямой реакции происходит отщепление от активного центра фермента протона водорода, который соединяется с гидроксильным радикалом ОН с образованием молекулы воды. В обратной реакции нуклеофильный радикал активного центра фермента восстанавливается сопряженным основанием активного центра R2: ОН группа и протон водорода возвращается на свое место в активный центр R1 и фермент восстанавливает свои электрофильные свойства.

1.8.2 Механизм общеосновного нуклеофильного катализа

Примером общеосновного катализа может служить реакция гидролиза - присоединение воды к субстрату ацилимидозолу (рисунок 1.9).
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Рисунок 1.9 – Реакция гидролиза, присоединение молекулы воды к субстрату ацилимидозолу

Активный центр фермента выступает акцептором электронов. Реакция может пойти каталитически и некаталитически.

При некаталитическом неферментативном пути образуется кинетически нестабильное соединение ион гидроксония.

Каталитический путь: в активном центре фермента ОН группа может присоединять положительный протон водорода. В прямом направлении активный центр фермента отрывает протон водорода и присоединяет его к себе (действует как основание). 

В обратной реакции активный центр восстанавливается сопряженной кислотой другой R-группы фермента и вновь приобретают отрицательные нуклеофильные свойства.

Эффект ускорения химической ферментативной реакции по общеосновному или общекислотному механизму происходит за счет внутримолекулярных связей, снижение энтропийных потерь обеспечивается образованием хелатных комплексов, свойствами среды активного центра, механизмом сближения и ориентации.

1.8.3 Эффективность полифункционального катализа

Скорость химической ферментативной реакции увеличивается в сотни тысяч раз, если катализ носит полифункциональный характер. Этому способствуют три фактора:

1) в активном центре одновременно могут находиться положительная и отрицательная R - группы;
2) в активном центре R - группы в исходном состоянии реакции сближены и сориентированы в большей степени, чем в большинстве неферментативных реакциях;

3) дегидрированная гидрофобная среда активного центра фермента способствует усилению взаимодействия электрофильных и нуклеофильных центров фермента. Поэтому для всех ферментов возможно только 2 механизма образования фермент - субстратного комплекса или 2 механизма полифункционального катализа (рисунок 1.10 а, б):
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Рисунок 1.10 - Два механизма полифункционального катализа
Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. В чем состоит механизм общекислотного электрофильного катализа.

2. В чем состоит механизм общеосновного и нуклеофильного катализа.

3. Какие существуют механизмы полифункционального катализа?

1.9 Механизмы регуляция работы ферментов

1.9.1 Виды механизмов регуляции. Определение метаболизма. Понятие конститутивных и адаптивных ферментов

Метаболизм представляет собой совокупность всех обменных процессов в организме. Выделяют два основных направления метаболизма в живых системах: 

- анаболизм - синтез веществ, требующий затрат энергии;

- катаболизм или энергетический обмен - распад веществ с выделением энергии в результате которого клетка обеспечивается макроэргами.

Эти процессы в живых системах идут параллельно и одновременно, регуляция метаболизма на всех уровнях организации от клетки до целого организма осуществляется белками ферментами.

В зависимости от регуляции направления метаболизма все ферменты можно разделить на 3 большие группы:

1) анаболические (регулируют процесс синтеза веществ);

2) катаболические (катализируют реакции энергетического обмена);

3) амфоболические (регулируют оба процесса).

Вывод: таким образом, регуляция метаболизма в организме сводится к регуляции деятельности ферментов.

Выделяют два основных механизма регуляции активности ферментов:

1) экстенсивный (медленный), осуществляется за счет регуляции скорости синтеза ферментов и идет медленно, т.к. для синтеза необходимы часы;

2) интенсивный (быстрый) - регуляция активности уже готовых ферментов, присутствующих в клетке.

Первый экстенсивный механизм. Скорость реакции в клетке определяется количеством фермента: чем выше концентрация фермента, тем выше скорость реакции. Увеличение скорости синтеза фермента и регулирует скорость реакции. Уменьшение скорости реакции происходит за счет гидролиза фермента - уменьшения его количества в клетке.

Скорость синтеза белков - ферментов зависит от условий в клетке. Существуют белки - ферменты, которые всегда присутствуют в клетке в определенном количестве - конститутивные белки-ферменты.
Другие проявляются при определенных условиях в ответ на проявление определенного субстрата - адаптивные белки-ферменты.

1.9.2 Классификация механизмов регуляции активности ферментов по интенсивному пути

Второй, более быстрый интенсивный путь активации, направленный на регуляцию активности уже готовых ферментов, представлен следующими механизмами:

1) с ковалентной модификацией:

- необратимая ковалентная модификация - ограниченный протеолиз;

- обратимая ковалентная модификация - регуляция ковалентным связыванием - прямое воздействие на активный центр фермента с помощью ингибитора или активатора;

2) без ковалентной модификации - без прямого воздействия на активный центр фермента:

- конформационный (аллостерический) механизм:

- диссоциативный механизм (олигомеризация фермента);

- адсорбционный механизм (за счет связывания ферментов с мембранными структурами клетки).

1.9.3 Понятие активаторов и ингибиторов

На скорость химической реакции влияют различные вещества: активаторы и ингибиторы. Они носят общее название - эффекторы.
Активаторы ферментов - это вещества, увеличивающие скорость ферментативной реакции. Чаще всего в качестве активаторов выступают ионы металлов, такие, как железо, медь, кобальт, магний и др. Следует различать металлы, находящиеся в составе металлоферментов, так называемые кофакторы, и выступающие в качестве активаторов ферментов. Кофакторы могут прочно связываться с белковой частью фермента, что же касается активаторов, то они легко отделяются от апофермента. Кофакторы являются обязательными участниками каталитического акта; в их отсутствие фермент неактивен. Активаторы усиливают каталитическое действие, но их отсутствие не препятствует протеканию ферментативной реакции. Как правило, металл - кофактор взаимодействует с отрицательно заряженными группировками субстрата. Металл с переменной валентностью принимает участие в обмене электронов между субстратом и ферментом. 

Металлы - активаторы принимают участие в образовании стабильной переходной конформации фермента, что способствует более быстрому образованию фермент-субстратного комплекса. Например, ионы магния стабилизируют ферменты нуклеинового обмена, а ионы кальция — альфа-амилазу.

Скорость ферментативных реакций может быть частично снижена или полностью заблокирована определенными веществами, так называемыми ингибиторами ферментов. Некоторые ингибиторы ферментов являются для организма животных и человека эффективными лекарственными веществами, другие  - смертельными ядами.

По характеру действия ингибиторы разделяют на необратимые и обратимые.

При необратимом ингибировании – фермент полностью теряет свою активность. 

Обратимые ингибиторы взаимодействуют с ферментом без образования ковалентной связи. После инкубации с обратимым ингибитором активность фермента восстанавливается при удалении свободного ингибитора путем диализа. 

Характерная для соответствующей системы степень ингибирования достигается в общем случае относительно быстро и далее не зависит от времени, что указывает на наличие равновесия при образовании комплекса ингибитора (I) с ферментом (Е):  Е + I ↔ E I. 

Различают три типа обратимого ингибирования ферментов: конкурентное, неконкурентное и бесконкурентное.

Конкурентным называют ингибитор, обратимо взаимодействующий с активным центром фермента. Как правило, конкурентные ингибиторы по строению обычно сходны с субстратом; они конкурируют с ним за связывание с ферментом и могут вытесняться из фермент-ингибиторного комплекса избытком субстрата. Характерная черта конкурентного ингибирования состоит в том, что эффективность ингибирования зависит от соотношения концентраций субстрата и ингибитора (а не от абсолютной концентрации ингибитора). Взаимодействие с конкурентным ингибитором не приводит к денатурации или инактивации фермента, поэтому при замене ингибитора на субстрат скорость ферментативной реакции не снижается.

При взаимодействии фермента с конкурентным ингибитором изменяется значение Км соответствующей ферментативной реакции.

Сходство субстрата и конкурентного ингибитора достаточно для взаимодействия и образования фермент-ингибиторного комплекса, но недостаточно для ферментативной реакции. 

Многие лекарственные вещества ингибируют ферменты человека и животных по конкурентному типу. 

Неконкурентные ингибиторы взаимодействуют с ферментами не в области активного центра, а на каком-то от него удалении, причем никаким избытком субстрата из комплекса не удаляются, и, как правило, не имеют сходства с субстратом. Эффективность неконкурентного ингибирования определяется концентрацией ингибитора и не зависит от соотношения концентраций ингибитора и субстрата. При взаимодействии ингибитора с ферментом происходит изменение его конформации с последующей частичной дезинтеграцией активного центра. При взаимодействии фермента с неконкурентным ингибитором изменяется Vmax ферментативной реакции. Они могут обратимо связываться как со свободным ферментом, так и с ES-комплексом и не конкурируют с субстратом, т. е. не вытесняют его из комплекса с ферментом.

Бесконкурентное ингибирование имеет место, когда ингибитор взаимодействует с ферментом только в составе фермент - субстратного комплекса, препятствуя его распаду.

Активность многих ферментов тормозится избытком субстрата, причем имеется несколько механизмов этого процесса.

Если в образовании фермент - субстратного комплекса участвует несколько функциональных групп фермента, то возможно одновременное присоединение к активному центру двух или более субстратов, что однозначно приведет к образованию неактивного комплекса.

В случае избытка субстрата возможно его присоединение не только к активному центру, но и к другим химическим группировкам, функционально связанным с активным центром. Такого рода взаимодействие может помешать ферментативной реакции.

1.9.4 Необратимая ковалентная модификация, ограниченный протеолиз

Относится к интенсивному механизму регуляции. В организме человека и млекопитающих регулирует активность ферментов свертывания крови - регуляция ограниченным протеолизом. Осуществляется механизм в 3 этапа:

                                    E+S↔ES*↔E+R,                                                 (1.3)                                                

где, E – протеолитический фермент: 

       S – субстрат, ES фермент – субстратный комплекс; 

       R – продукт реакции.

Если реакция идет в прямом направлении с образованием R, то тогда продукт реакции R соединяется с ингибитором протеолитического фермента. В живом организме так осуществляется регуляция активности внутриклеточных протеолитических фермент - ферментов Асат или Алат.

R + Ингибитор*Алат ↔ R*Ингибитор*Алат,                            (1.4)          

где Ингибитор*Алат – неактивная форма фермента;

      R*Ингибитор*Алат - тройной комплекс.  

В ходе второй стадии механизма образуется тройной комплекс -  R*Ингибитор*Асат: продукт, ингибитор, протеолитический фермент. Комплекс является активным в отношении фермента Е - (например, Асат) и вызывает его распад – протеолиз до неактивных фрагментов Е1 и Е2. Причем, протеолитический фермент (Асат) наиболее чувствителен действию тройного комплекса:

3) Е + R * Ингибитор * Протеолитический фермент (Асат) →

Е1  + Е2 + R +  Ингибитор * Протеолитический фермент (Асат),  (1.5)                                                               

где комплекс Ингибитор*Протеолитический фермент Асат – неактивная форма фермента, 

         Е1  и  Е2 – неактивные фрагменты фермента Асат после протеолиза.

Если уменьшается концентрация продукта, то прекращает образовываться тройной комплекс. Следовательно, протеолитический фермент (Асат) прекращает разрушаться, фермент становится активным и вновь идет прямая ХФР (1 стадия).

1.9.5 Обратимая ковалентная модификация, регуляция ковалентным связыванием

Модификация активности фермента может заключаться в его ингибировании за счет образования ковалентных связей между ферментом и другим низкомолекулярным веществом, происходящим в клетке по принципу обратимого конкурентного ингибирования. У эукариот самым распространенным механизмом регуляции являются реакции фосфорилирования ферментов.

Пример: синтез и распад гликогена в клетках печени и в мышцах.

Гликоген ↔глюкоза-1-фосфат↔глюкоза

Процесс синтеза и распада регулируется ферментами: гликогенфосфорилаза (А и В) – катализирует реакцию распада гликогена до глюкозы и гликогенсинтетаза (А и В) – катализирует реакцию синтеза гликогена.

Для гликогенфосфорилазы (ГФ), веществом регулятором выступает цАМФ. Поэтому ГФА – это активная форма фермента, образованная присоединением с помощью ковалентной связи циклического АМФ. ГФВ - неактивная форма гликогенфосфорилазы.

Если в клетке есть циклический АМФ, ГФА активируется за счет реакции фосфорилирования и присоединения фосфатной группы – начинается реакция распада гликогена до глюкоза-1-фосфат и глюкозы. Если цАМФ мало, то ГФ не фосфорилируется и фермент становится не активным - реакция распада гликогена до глюкозы приостанавливается.

Для гликогенсинтетазы таким веществом - регулятором является глюкоза-6-фосфат.

Принцип ковалентного связывания: к участку фермента присоединяется молекула низкомолекулярного вещества с образованием ковалентной связи. При этом фермент снижает свою активность. 

В живых системах ковалентная модификация также представлена реакциями аденилирования, уридилирования. При этом нуклеотиды связываются с ферментами ковалентными связями и регулируют скорость азотистого обмена. Активность фермента будет зависеть от количества азота в клетке.

1.9.6 Механизмы регуляции активности ферментов в без ковалентной модификации

1.9.6.1 Аллостерический механизм: происходит за счет конформационных изменений фермента.

Аллостерический механизм – это механизм, при котором контроль активности ферментов реализуется путем изменения его конформации.

Изменение конформации происходит за счет присоединения метаболита - регулятора к аллостерическому центру фермента, пространственно удаленному от активного центра.

Изменение конформации фермента ведет к изменению его каталитической активности за счет изменения структуры активного центра: либо он активируется, либо он ингибируется.

Метаболит - регулятор, модифицирующий активность активного центра, называющийся аллостерическим регулятором.

Олигомерная молекула фермента, состоящая из нескольких субъединиц может содержать несколько активных и аллостерических центров, каждый из которых, чувствителен к определенным эффекторам. В таком олигомере возможно два варианта взаимодействия между центрами:

1. Ал.Ц →АЦ1 и АЦ2
2. АлЦ1→ АЦ1; АлЦ2→ АЦ2.

Первый тип взаимодействия между активным центром фермента и субстратом называется кооперетивным. Кривая зависимости скорости химической реакции от концентрации субстрата для аллостерических ферментов, регулируемых по кооперативному механизму приобретает сигмоидальную форму.

Аллостерический механизм регуляции активности ферментов делится на 2 вида:

1) согласованный аллостерический механизм (разработали Шанже, Моно, Уайман); 

2) последовательный аллостерический механизм (разработал Кошланд).

1.9.6.2 Согласованный аллостерический механизм. Фермент существует в двух формах. Если фермент состоит из двух R субъединиц – R - форма, если из Т субъединиц – Т - форма. Фермент может существовать в двух формах: RR и ТТ.
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Рисунок 1.11 – R и Т формы фермента

Присоединение субстрата ведет к изменению конформации одной субъединицы. При присоединение еще одной молекулы субстрата изменяется конформация другой субъединицы – т. е. согласованный механизм.

1.9.6.3 Последовательный аллостерический механизм. Связывание субстрата изменяет конформацию той субъединицы, к которой присоединяется субстрат, переводя ее из неактивной в активную форму. Конформация другой субъединицы при этом не меняется.

Конформационные изменения, вызванные субстратом на одной субъединице могут повысить, либо понизить сродство к субстрату другой субъединицы.

Аллостерическое взаимодействие между ферментом и лигандом может быть двух видов:

1) гомотропное (взаимодействие субъединиц фермента с идентичными лигандами);

2) гетеротропное (взаимодействие субъединиц фермента с различными лигандами).

При согласованном механизме аллостерических взаимодействий гомотропные эффекты всегда положительны и кооперативны, а гетеротропные могут быть и положительными, и отрицательными.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Какие существуют виды механизмов регуляции активности ферментов?

2. Дайте определение метаболизма. 

3. Какие существуют основные направления метаболизма?

4. Дайте понятие конститутивных и адаптивных ферментов.

5. Дайте классификация механизмов регуляции активности ферментов по интенсивному пути.

6. Опишите механизмы регуляции активности ферментов по экстенсивному пути.

7. Дайте понятие эффекторов, активаторов и ингибиторов.

8. В чем состоит механизм необратимой ковалентной модификации.

9. Какие существуют стадии в ограниченном протеолизе?

10. Какие механизмы относятся к регуляции ковалентным связыванием?

1.10 Ассоциативный механизм регуляции активности ферментов

К олигомерам относят ферменты, состоящие из двух или нескольких субъединиц. Эти ферменты представляют собой переход в новую мультимерную структуру, которая называется четвертичная структура белка - фермента. Если олигомер состоит из одинаковых субъединиц - гомогенный олигомер, из разных - гетерогенный. Отдельные субъединицы –протомеры.
Мультимерная структура, содержащая три и более субъединицы, называется химерой. При образовании четвертичной структуры меняется молекулярная масса белка - фермента, и главное - его функциональные свойства. В живом организме один и тот же фермент может быть представлен в разных формах.

Каждая из форм будет обладать разной ферментативной активностью. В одних условиях фермент больше склонен к образованию ассоциатов (тетрамеров, димеров и т.д.). В других условиях существует в форме мономеров. Для каждого фермента активность мономерных и олигомерных форм разная. Для одних ферментов активны тетрамеры, а для других димеры.

В том случае, если активна ассоциативная форма фермента, то значит активный центр фермента образовался на месте контакта субъединиц. Если активный центр расположен в одной субъединице, то активна только его мономерная форма.

1.10.1 Механизмы ассоциаций ферментов

Различаю два типа ассоциаций олигомерных ферментов: 

1) ассоциации с образованием замкнутых олигомерных структур;

2) линейная ассоциация протомеров неограниченной длины.

1. Ассоциации с образованием замкнутых олигомерных структур: образуется при взаимодействии двух и более идентичных центров ассоциаций, расположенных на разных субъединицах. Димер имеет замкнутую форму, поэтому центры ассоциации закрыты. Такой механизм образования ассоциаций называется изологическим. Примером образования является фермент: гликоген фосфорилаза В. При этом димер - активная форма, тетрамер - неактивная. Происходит экранирование АЦ фермента. Расположенного в центре замкнутой ассоциации от субстрата.

2. Линейная ассоциация протомеров неограниченной длины: образуется при взаимодействии двух и более различных центров ассоциации. Примером может служить фермент лизоцим: М <=> M2 <=> M3<=>М4... Активной является только одна форма фермента, которая имеет определенную молекулярную массу.

С практической точки зрения определить присутствие в клетке различных форм олигомерных ферментов возможно с помощью констант ассоциации.

1.10.2 Зависимость активности фермента от его олигомерной ассоциации

Характер распределения ферментативной активности между различными формами ассоциаций ферментов показывает, что удельная активность ассоциативных ферментов зависит от концентрации ферментов. 

Зависимость может быть: 

1) линейной 

2)  нелинейной.

Нелинейная зависимость:

1. Прямо пропорциональная. Чем выше концентрация, тем выше удельная скорость реакции. Характерен для ферментов, у которых АЦ образуется в месте контакта субъединиц, т.е. активной формой является ассоциативная форма. 

Например, фермент НАДзависимая изоцитратдегидрогеназа.

2. Обратно пропорциональная. Чем выше концентрация фермента, тем ниже удельная активность фермента, тем ниже скорость реакции. При образовании ассоциативной формы, АЦ становиться недоступным для субстрата, т.е. олигомерная форма будет неактивна.

Нелинейная зависимость. Для некоторых ферментов активными являются только определенные ассоциативные формы фермента оптимального размера. 

Например, фермент фосфофруктокиназа существует в виде мономера,  димера,  тетрамера  и т.д.: М <=> M2 <=> M4 и т.д.. При этом M2-единственно активная форма. Олигомеризация этого фермента идет по пути образования ассоциаций неограниченной длины. Химер неактивный. 

1.10.3 Регуляция активности олигомерных ферментов специфическими лигандами

Состояние равновесия между различными формами олигомерных ферментов может регулироваться специальными лигандами - это субстрат или аллостерический эффектор (активатор или ингибитор):

1) осуществляется за счет специфических аллостерических лигандов, которые выступают в качестве либо активатора, либо ингибитора и ковалентно связываются с аллостерическим центром фермента. Это приводит к конформационным изменениям структуры субъединицы, следовательно, к изменениям структуры центров ассоциаций, которые отвечают за белок - белковые взаимодействия. 

Например, для глюкуронилтрансферазы В димер неактивен, а тетрамер активен;

2) центры связывания олигомерного фермента совпадают с активным центром фермента, и тогда, при образовании олигомерной формы, активный центр будет закрыт от субстрата. В живом организме переход от одной формы к другой является обратимым.
Контрольные вопросы по изучаемой теме

1 Какие ферменты называются олигомерными?

2 Какие особенности структуры олигомерных ферментов?

3 В чем состоит механизм гетерологической ассоциации ферментов?

4 Какая существует зависимость активации фермента от его олигомерной ассоциации?

5 Как осуществляется регуляция активности олигомерных ферментов специфическими лигандами?

6 Какой механизм образования ассоциаций называется изологическим?
1.11 Адсорбционный механизм регуляции активности ферментов

1.11.1 Физиологическое значение адсорбции ферментов на субклеточных структурах

Ферменты могут обратимо связываться с такими субклеточными структурами, как мембранах клеток и органелл (митохондрий, лизосом, рибосом, включений, на цитоскелете, на миофибриллах).

Физиологическая роль такого связывания:

1) обратимая адсорбция фермента приводит к изменению его каталитических и регуляторных свойств, т.е. является фактором, регулирующим активность фермента;

2) адсорбция фермента на мембране обеспечивает компартментализацию метаболитов на мембране. Это состояние в котором метаболический процесс протекает изолированно, без выхода интермедиантов (участников ХФР: фермента, субстрата, продукта реакции, эффектора и т.д.) в окружающий объем;

3) адсорбированные ферменты могут образовывать метаболоны - мультиферментные структуры, которые регулируют крупные метаболические процессы;

4) ферменты могут адсорбироваться на порах мембран и участвовать в активном транспорте метаболитов через мембрану;

5) адсорбированные формы ферментов более стабильны, чем свободные формы ферментов. Таким образом, адсорбция может служить фактором, снижающим скорость распада ферментов в клетке.

1.11.2 Адсорбционный механизм регуляции

Основные признаки существования адсорбционного механизма:

1) существование обратимого равновесия между свободной формой фермента и адсорбированным ферментом;

2) изменение каталитических характеристик фермента при адсорбции;

График зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата представлен на рисунке 1.18. 
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Рисунок 1.18 –Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата: 1) свободная форма фермента; 2) адсорбированная форма фермента.

Чем больше содержание фермента во второй адсорбированной форме, тем больше будет нарастать скорость ХФР: (1) график имеет сигмоидальную форму, из чего следует наличие кооперативного эффекта по субстрату и низкой активности фермента. Из графика видно, что адсорбированная форма (2) является активной.

3) чувствительность подвижного равновесия между свободной и связанной формами фермента к присутствию клеточных метаболитов -регуляторов. Их называют еще эффекторами (ингибиторы и активаторы):

Рассмотрим адсорбционный механизм на примере 6-осфофруктокиназы. Фермент существует в двух формах: свободной и адсорбированной на мембране эритроцитов человека. Между этими формами существует равновесие. Метаболитом – эффектором является АТФ, высокие концентрации которого являются ингибиторами. Активность фермента изменяется при адсорбции на мембране человека. Переход фермента в адсорбированное состояние сопровождается исчезновением кинетической кооперативности по субстрату – фруктозо – 6 - фосфату. 

Для данного фермента присутствуют все три признака наличия адсорбционного механизма регуляции активности фермента, а именно:

1) переход свободной формы в связанную осуществляется на мембране эритроцита;

2) происходит исчезновение эффекта кооперативности по субстрату для связанной формы фермента, что подтверждает изменение его каталитических свойств;

3) в присутствии АТФ адсорбированная форма фермента становится менее чувствительной к ингибитору по сравнению со свободной формой, т.е. начинает проявлять свою активность.

Пример 2: фермент лактатдегидрогеназа (ЛДГ) может быть в двух формах: свободной и связанной. Субстратом является NADH, повышение концентрации которого, способствует переходу ЛДГ в свободную активную форму.

1.11.3 Эстафетная модель работы фермента

Адсорбционный механизм регуляции активности фермента обеспечивает компартментализацию метаболитов у поверхности субклеточных структур, на которых фермент адсорбируется.

Рассмотри эстафетную модель работы ферментов гидролиза при которой осуществляется данный механизм работы ферментов:

S0 + Е1=> Е1S’+ Е2 ( Е1S’Е2 (Е1+S”Е2 +E3 ( Е2S”E3,        (1.6)

где S0 – начальная форма субстрата;

           Е1 – первый фермент;

       Е2 – второй фермент;

       Е3 – третий фермент;

       Е1S’- адсорбированная форма первого фермента с субстратом.

1) прямая передача интермедианта из активного центра одного фермента в активный центр другого;

2) обратимая адсорбция фермента на субклеточных структурах;

а) первый фермент Е1 освобождается от интермедианта и адсорбируется на поверхности и переходит в неактивную форму;

б) второй фермент Е2 со своим продуктом высвобождается в объем, приобретая активные свойства.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1 Какое физиологическое значение имеет адсорбция ферментов на субклеточных структурах?

2 Что такое интермедианты?

3 Что такое компартментализация метаболитов?

4 В чем состоит адсорбционный механизм регуляции ферментативной активности?

5 Какие существуют признаки адсорбционного механизма регуляции активности ферментов?

6 Приведите примеры такой регуляции?

7 Что такое эстафетная модель работы ферментов?

8 Как осуществляется такой механизм?

9 Приведите примеры эстафетной модели 

2 Общие вопросы кинетики и термодинамики ферментативных реакций 

2.1 Законы классической термодинамики в биохимии

В последние 30 лет наблюдается бурное развитие ферментативной кинетики. Ферментативная кинетика изучает изменение скорости ферментативных реакций в зависимости от концентрации фермента, концентрации субстрата, наличия активаторов, ингибиторов, изменения температуры и PH среды, а также механизмы регуляции активности фермента в ходе реакции. 

2.1.1 Основные понятия кинетики и термодинамики. Термодинамические системы

 Кинетика – это раздел физики, изучающий изменение параметров термодинамической системы в ходе различных термодинамических процессов. 

   Ферментативная кинетика изучает законы термодинамики: тепловой и энергетический обмены в биологических системах. При этом живые биологические системы, могут достигать динамического или стационарного состояния (динамического равновесия), в том случае, когда количество веществ и энергии, пришедшее в систему равно количеству вещества, ушедшего из системы.

Ферментативная кинетика изучает механизм, энергетику, регуляцию и изменение конформации ферментов в ходе ферментативных реакций. Изучением превращением энергии в биологических системах занимается раздел биохимии – биоэнергетика.
Химическая термодинамика использует законы термодинамики применительно к термодинамическим системам. Совокупность тел, участвующих в реакции называется термодинамической системой (ТС), а тела, не входящие в систему называются внешним окружением. Термодинамические системы классифицируются на открытые и закрытые. Законы термодинамики применимы только к закрытым системам. 

Закрытые системы обмениваются с окружающей средой только энергией, но не массой. Открытые системы, способны обмениваться с окружающей средой массой и энергией, а при определенных условиях достигать динамического равновесия или стационарного состояния, но не термодинамического равновесия с максимумом энтропии.  

Биологические организмы – открытые термодинамические системы, которые обмениваются с окружающей средой энергией и веществом.

 В термодинамически равновесных системах нельзя наблюдать макроскопических изменений. Их внутренняя энергия минимальна, и они находятся в состоянии полной беспорядочности. Живые системы достигают термодинамического равновесия только после смерти. 

Все открытые системы вместе с их окружением образуют закрытую систему. 

При наличии теплообмена и возможности хотя бы частичной диффузии между телами, составляющими систему, образуется термодинамическая система. Термодинамическая система может взаимодействовать со своим окружением, и это взаимодействие можно обнаружить по переносу тепла или совершению работы. 

В том случае, когда взаимодействие системы со средой полностью отсутствует, система называется изолированной. 

Если состояние термодинамической системы остается неизменным и причиной этого не является какой-либо внешний стационарный процесс, говорят, что система находится в равновесии. Если система состоит из одной фазы, то она гомогенная, в противном случае - гетерогенная. 

Законы термодинамики применимы к закрытым системам. Поэтому для исследований и расчетов в биоэнергетике ввели понятие изолированной системы (минимальный обмен энергии).

 Термодинамические системы можно классифицировать по совокупности их свойств. Свойства термодинамической системы – называются термодинамическими параметрами системы.
 Экстенсивные свойства, такие как вес и объем, пропорциональны массе. Интенсивные свойства, такие как температура, давление, не зависят от массы. Состояние системы, находящейся в равновесии, можно описать совокупностью ее интенсивных свойств. Термодинамические параметры системы описывают только данное состояние, не учитывая предшествующих. Следовательно, изменение параметров при переходе системы из одного состояния в другое не зависит от пути реакции, а определяется только термодинамическими параметрами начального и конечного состояний.

Масса (М) и объем (V) - это общепринятые термины. Давление (Р) - характеризует взаимодействие с внешним окружением, измеряемое как сила, приходящаяся на единицу площади поверхности. 

Температура (Т), которая определяется интенсивностью теплового движения молекул, образующих систему, не простое понятие, оно включает в себя понятие разности теплоты. Между телами различной температуры происходит теплоперенос, приводящий к выравниванию температур. Абсолютная шкала температур основана на втором законе термодинамики. Ее начало находится на абсолютном нуле (-273,16о К). 

При абсолютном нуле часть энергии любого вещества, которая зависит от температуры (тепловая энергия), равна нулю, хотя энергия частиц, составляющих вещество, при нулевой температуре, естественно, не исчезает. 

2.1.2 Термодинамический процесс 

Любое изменение параметров термодинамической системы, приводящее к изменению хотя бы одного термодинамического параметра, называется термодинамическим процессом (ТП). 

Признаки равновесного термодинамического процесса. Если в ходе термодинамического процесса система проходит равновесные состояния, то при данных условиях работа, совершаемая самой системой, будет максимальна, а работа, свершаемая над системой, - минимальна, в таком случае говорят о равновесном ТП. 

И наоборот, ТП, протекающий при некотором ограниченном воздействии на систему, определяется как неравновесный ТП. Работа, совершенная такой системой, меньше, чем максимальная работа в равновесном процессе.

Если единственным результатом обратного процесса в изолированной системе является возвращение системы из конечного состояния в исходное, то такой процесс называют обратимым ТП. 

Если в результате прямой или обратной реакции в системе или в ее окружении имеют место длительные изменения термодинамических параметров системы, то ТП называют необратимым. 

Причина необратимости в том, что процессы в ТС протекают через неравновесные состояния. Термодинамические параметры однозначны только для обратимых процессов, когда система находится в равновесии в любой момент времени и в каждой ее части. Если вывести систему из состояния устойчивого равновесия, то возникнет термодинамический процесс, препятствующий внешнему воздействию (принцип Ле Шателье - Брауна).

2.1.3 Первый закон термодинамики

Первый закон термодинамики гласит о том, что энергия в ТС не может быть получена из ничего и не может быть уничтожена, а может только превращаться из одного вида в другой. Это означает, что содержание энергии (U) в термодинамической системе увеличивается при совершении ТС работы (А) или передачи тепла (Q):

ΔU = A + Q,                                                      (2.1)

где ΔU – изменение энергии ТС;

                 А -    работа ТС;

                 Q – теплота ТС.    

В случае ТП, когда изменение энергии системы ΔU = 0,

A = - Q                                                               (2.2)

Отсюда проистекает невозможность создания вечного двигателя первого рода.

Если над ТС не совершается никакой работы, т. е. ΔU = ΔQ, то при равновесном давлении (ΔР = 0) для объема V можно определить новую функцию:

Н = U + PV                                                        (3.3)

где Н - энтальпия (или теплосодержание ТС);

       U- внутренняя энергия ТС;

       Р – давление в ТС;

       V – объем ТС. 

Закон Гесса: теплота превращения в ТС не зависит от пути протекания ТП. 

При экзотермическом процессе – выделенная ТС теплота считается отрицательной величиной (теплосодержание системы уменьшается), т. к. положительным условно считается тепло, полученное ТС (+Н) - это эндотермический процесс, сопровождающийся увеличением теплосодержания ТС. Протекающие в живых организмах анаболические процессы представляют собой эндотермические реакции, а катаболические - экзотермические.

2.1.4 Второй закон термодинамики

Все процессы в природе протекают в одном направлении, т. е. они необратимы. Необратимость в термодинамике означает, что ТП процесс не может идти в ТС в обратном направлении без изменения энтропии. Энтропия выражается следующим уравнением:

ΔS = ΔQ / T,                                                  (3.4)

где ΔS – изменение энтальпии ТС;

      ΔQ – изменение теплоты ТС;

      Т -     температура ТС.

Дифференциальное изменение энтропии равняется отношению элементарного количества теплоты к абсолютной температуре. Основываясь на втором законе термодинамике, все природные процессы, не противоречащие первому закону термодинамики, можно разделить на две группы:

- самопроизвольные ТП при данных условиях; 

-  не самопроизвольные ТП.

Невозможна реакция, дающая только перенос тепла от тела с более низкой температурой к телу с более высокой температурой. Это означает, что работа в ТС не может быть выполнена исключительно за счет тепловой энергии окружающей среды, другими словами, невозможно создание вечного двигателя второго рода.

При обратимых ТП в изолированной ТС энтропия остается неизменной, при необратимых процессах она возрастает. Если в результате необратимого процесса изолированная система приходит в равновесие, то ее энтропия достигает максимума. Следовательно, изменение энтропии определяет направление ТП и одновременно условия термодинамического равновесия.

Принцип постоянства или увеличения энтропии справедлив только для изолированной системы. В изолированной системе увеличение энтропии служит мерой необратимости процесса. Живые организмы сохраняют внутреннюю упорядоченность (постоянную энтропию), получая дополнительную энергию в виде пищевых веществ (химическая энергия) или солнечного света (электромагнитная энергия) из окружающей среды и возвращают в нее такое же количество энергии в другой форме, главным образом в форме тепла, которое рассеивается во всей остальной Вселенной. Живые организмы непрерывно должны повышать свою энтропию для поддержания внутреннего порядка. 

2.1.5 Характеристические функции состояния ТС

Характеристической функцией называется такая функция ТС, посредством которой могут быть выражены ее свойства. Под потенциалом понимают функцию, изменение которой связано с работой ТС. В термодинамике наиболее широко используют следующие характеристические функции:

1) изохорно-изотермический потенциал ТС - энергия Гельмгольца (ΔF); 

2) изобарно-изотермический потенциал ТС - энергия Гиббса (ΔG); 

3) внутренняя энергия ТС (ΔU); 

4) энтальпия ТС (ΔH); 

5) энтропия ТС (ΔS).

Внутренняя энергия (ΔU) ТС определяется согласно уравнения:

ΔU = TΔS – PΔV,                                             (2.5) 

где ΔU –изменение внутренней энергии ТС;

       Т – температура;

       ΔS – энтропия;

       Р – давление;

       ΔV – объем.

Энтальпия ΔH - это изменение теплосодержания системы при постоянном давлении и энтропии.

ΔH = TΔS + VΔP,                                             (2.6)

где ΔH – изменение теплосодержания  ли энтальпии ТС;

       Т – температура;

       ΔS – энтропия;

       ΔР – давление;

       V – объем.

Энтропия ΔS – это мера неупорядоченности ТС, величина, равная количеству теплоты, поступающей в ТС при постоянной температуре.

ΔS = ΔQ / T,                                                      (2.7)

где ΔS –изменение энтропии ТС;

       Т – температура;

       ΔS – энтропия;

       ΔQ – изменение теплоты.

Энергия Гельмгольца – это свободная энергия ТС, идущая на совершение полезной работы при постоянном объеме и температуре (изохорно-изотермический потенциал).

F = U – TS,                                                        (2.8)

где F – свободная энергия ТС;

      Т – температура;

      ΔS – энтропия;

      U – внутренняя энергия ТС.

Энергия Гиббса – это свободная энергия ТС, идущая на совершение системой полезной работы при постоянном давлении и температуре (изобарно-изотермический потенциал).

G = H – TS                                                  (2.9)

где G – энергия Гиббса;

       Т – температура;

       S – энтропия;

       Н - энтальпия.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Что изучает ферментативная кинетика?

2. Что такое термодинамический процесс и какие его виды?

3. Дайте понятие термодинамической системы?

4. Какие бывают термодинамические системы?
5. Что значит открытая термодинамическая система?
6. Сформулируйте первый закон термодинамики. 

7. Сформулируйте второй закон термодинамики. 

8. Термодинамический процесс и его виды.

9. Энтальпия и энтропия.

10. Характеристические функции в термодинамике.
2.2 Кинетика Михаэлиса – Ментена
2.2.1 Химическая кинетика. Понятие порядка реакции 

Химическая кинетика – учение о химическом процессе, его механизме и закономерностях развитии во времени.

   Химическая кинетика изучает скорость химической реакции с учетом различных условий: концентрации реагирующих веществ, температуры, pH среды, наличия или отсутствия катализаторов.

   В химии одной молекуле вещества соответствует один моль вещества, а количество молей вещества обозначается коэффициентом реакции.  В соответствии с законом действующих масс, порядок реакции определяется суммой степеней концентраций реагирующих веществ.
   Например, в ходе химической реакции 1 моль вещества А превращается в 1 моль вещества В: 1 моль А => 1 моль В

Это мономолекулярная реакция, или реакция первого порядка. 

Если в ходе реакции, 1 моль вещества А взаимодействует с 1 молем вещества В и в результате их взаимодействия образуется 1 моль вещества С:  А + В => С,  то эта реакция будет называться бимолекулярной или  реакцией 2 порядка. 

2.2.2 Кинетика Михаэлиса – Ментена 
В 1835 году Ян Берцелиус впервые предположил, что реакции живого организма осуществляются благодаря «новой силе», которую он назвал «каталитической». Берцелиус сформулировал принцип катализа, включив в число каталитических агентов и фермент диастазу, которая катализировала гидролиз крахмал быстрее, чем серная кислота. 

Предварительные эксперименты по изучению кинетики ферментативных реакций показали, что скорость ХФР, описываемой уравнением: E + S ---> E + P, не зависит от концентрации фермента и субстрата так, как в случае обычной химической реакции второго порядка. 

Самая ранняя попытка математически описать ферментативные реакции была предпринята Дюкло в 1898 году. Браун (1902) и независимо от него Анри (1903) впервые выдвинули гипотезу об образовании в ходе реакции фермент - субстратного комплекса. 
В 1913 году Михаэлис и Ментен опубликовали свою теорию общего механизма ферментативных реакций. Их уравнение стало фундаментальным принципом всех кинетических исследований ферментов.

Так, Михаэлис и Ментен предположили, что механизм обычной двухстадийной ХФР описывается схемой:
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  ,                            (2.10),

где:   Е – фермент;

S – субстрат;

ES – фермент – субстратный комплекс;

P – продукт ХФР;

k1 - константа диссоциации первой стадии (реакция второго порядка);

          k 2 - константа диссоциации второй стадии распада фермент субстратного комплекса (реакция первого порядка).

В данной схеме   k 1 = k s, где k s - константа диссоциации фермент субстратного комплекса, а скорость ХФР определяется скоростью распада фермент - субстратного комплекса до продукта, т.е. скоростью второй стадии:

    v0 = k2 [ES],                                                     (2.11)

где:   k2 - константа диссоциации второй стадии распада фермент     субстратного комплекса (реакции первого порядка);

v0 – начальная скорость ХФР;


          [ES] - концентрация фермент – субстратного комплекса.

Модель предполагает, что равновесие первой стадии ХФР между свободными ферментом, субстратом и фермент - субстратным комплексом устанавливается быстро по сравнению со скоростью всей ХФР (быстро устанавливающееся равновесие первой стадии k2<< k1, k-1). В этом случае вторая стадия реакции практически не влияет скорость первой стадии, и поэтому для выражения концентрации фермента можно воспользоваться константой диссоциации фермент – субстратного комплекса Кs.
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                                              (2.12)

 где Кs - константа диссоциации фермент субстратного комплекса;

                [E] - концентрация фермента;

                [S] - концентрация субстрата;

                [ES] - концентрация фермент – субстратного комплекса.

Общая концентрация фермента в реакционной смеси выражается уравнением материального баланса по ферменту:

[E]0 = [E] + [ES] = [ES] (KS/[S] + 1),                              (2.13)

где [E]0 – начальная концентрация фермента;

                 Кs - константа диссоциации фермент субстратного комплекса;

                [E] - концентрация фермента;

                [S] - концентрация субстрата;

                [ES] - концентрация фермент – субстратного комплекса.

Тогда концентрация фермент - субстратного комплекса равна:
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Реакция достигает максимальной скорости, когда весь фермент находится в комплексе с субстратом:

Vmax = ks [ES] = ks[E]0,                                               (2.15)

где: Vmax – максимальная скорость ХФР;

        ks – константа диссоциации фермент - субстратного комплекса;

                  [E]0 – начальная концентрация фермента;

                  [S] - концентрация субстрата;

                  [ЕS] – концентрация фермент - субстратного комплекса.

Это условие выполняется, если реакция протекает при избыточной концентрации субстрата: [S]0>> [E]0. Из предыдущих уравнений получим:
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,                                                 (2.16),

где :   v0 – начальная скорость ХФР;


Vmax – максимальная скорость ХФР;


Ks – константа диссоциации фермент - субстратного комплекса;


[S] – концентрация субстрата.

Это и есть классическое уравнение Михаэлиса - Ментена, которым и сегодня пользуются для описания кинетики ХФР, а величина константы Михаэлиса при данных условиях Км = Кs и представляет собой меру сродства фермента субстрату. Максимальная скорость ХФР достигается тогда, года концентрация фермент – субстратного комплекса численно равна общей концентрации фермента (т. е. когда весь фермент связан с субстратом в комплекс).

В этом случае зависимость скорости ХФР от концентрации (Е) во многом зависит от соотношений концентрации фермента и субстрата. Если концентрация субстрата достигает максимальной и значительно превышает   концентрацию фермента ([S]>>[E]), то тогда скорость ХФР возрастает линейно прямо пропорционально концентрации фермента, т.е. чем выше концентрация [E], тем выше будет скорость реакции.

2.2.3 Ограничения кинетики Михаэлиса-Ментена

Михаэлис и Ментен вывели уравнение с учетом двух условий: быстро устанавливающееся равновесие первой стадии и значительный избыток субстрата. Позднее было доказано, что уравнение справедливо, при выполнении семи условий или постулатов. 

Постулаты выполнения уравнения Михаэлиса - Ментена:

1) в ходе реакции образуется кинетически устойчивый фермент-субстратный комплекс, который существует в определенной концентрации в течении определенного времени; 

2) определяемая с помощью уравнения константа Кs является константой диссоциации фермент-субстратного комплекса: это справедливо, только если k2<< k1, k-1; 

3) концентрация субстрата не меняется в ходе реакции, то есть [S] = [S]0;
4) продукт реакции быстро отщепляется от фермента, то есть реакция двухстадийная; 

5) вторая стадия реакции необратима. Так как это практически не выполнимо, мы принимаем во внимание только начальные скорости ХФР;
6) с каждым активным центром фермента связывается только одна молекула субстрата; 

7) для всех реагирующих веществ вместо активностей можно использовать их концентрации.

2.2.4 Образование кинетически устойчивого фермент-субстратного комплекса (обоснование первого постулата)  
К настоящему времени по данным рентгено – структурного анализа имеются сотни экспериментальных доказательств, демонстрирующих образование кинетически устойчивых фермент - субстратных комплексов в ходе ферментативных реакций. Хотя выдвигались также и другие теории, без образование в ХФР фермент - субстратного комплекса. 

1. Теория телекинетических взаимодействий предполагает, что фермент увеличивает энергию молекулы субстрата с помощью каких-либо телекинетических взаимодействий (электростатическое притяжение или отталкивание, электромагнитное излучение и т. д.). 

2. Теория упругих столкновений. Считается, что фермент передает энергию субстрату при упругих столкновениях. При этом молекула субстрата достигает энергии выше определенного уровня и может вступать в реакцию или разрушаться с образованием продуктов. 

Несмотря на то, что для данных теорий были составлены кинетические уравнения, когда фермент отделен от субстрата растворителем (т. е. может происходить телекинез в передаче энергии субстрату), такие теории до сих пор не нашли экспериментального подтверждения. 

Это означает, что образование кинетически устойчивого фермент-субстратного комплекса обязательно происходит во всех известных ферментативных реакциях. Поэтому первое условие, определяющее справедливость кинетики Михаэлиса - Ментена, можно считать доказанным. 

2.3 Природа константы К в уравнении Михаэлиса - Ментена

2.3.1 Стационарная кинетика Бриггса и Холдейна (обоснование второго постулата) 
Второй постулат формулирует, что константа Кs в уравнении (2.16) является константой диссоциации фермент-субстратного комплекса. 

Бриггс и Холдейн в 1925 году доказали, что исходное уравнение Михаэлиса - Ментена справедливо только при условии k2<< k1, k-1, т. е. когда равновесие первой стадии (Е + S <=> ES) устанавливается очень быстро по сравнению со скоростью установления равновесия второй стадии. 

Поэтому такие кинетические механизмы, подчиняющиеся начальному условию Михаэлиса-Ментен и имеющие одну медленную стадию, относительно которой равновесия во всех других стадиях устанавливаются быстро, называются "быстрым равновесием". 

Если k2 по порядку величины сравнима с k-1, то тогда используется кинетика Бриггса и Холдейна или кинетика стационарности: когда количество образовавшегося фермент - субстратного комплекса равно количеству распавшегося. В этом случае уравнение начальной скорости ХФР будет следующим: 
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                                      (2.17),

где:   V – скорость ХФР;


Vmax – максимальная скорость ХФР;


Kм – константа Михаэлиса;


[S] – концентрация субстрата.

[Е] – концентрация фермента;

К1 - константа диссоциации первой стадии (реакция второго порядка);

Данное уравнение аналогично уравнению (2.16), но оно расширяет область применимости исходного уравнения Михаэлиса-Ментена. 

2.3.2 Природа константы К в уравнении Михаэлиса-Ментена 

Если в ХФР выполняется условие быстро устанавливающегося равновесия первой стадии и k2<<k1, k-1, то константа диссоциации К, которая будет найдена при исследовании зависимости скорости ХФР от концентрации субстрата, является константой диссоциации фермент - субстратного комплекса (первой стадии) Кs.

При выполнении условия стационарности: k2 = k1, (кинетика Бриггса и Холдейна), найденная тем же способом константа будет являться константой Михаэлиса, где KM = (k-1+ k2)/ k1. 

В других реакциях, когда  k1<<k2, константа Михаэлиса равняется k2/k1 и называется, согласно Ван Слайку, кинетической константой Кк.

При изменении условий реакции значение константы К также может изменяться. Так, например, в случае пероксидазы, при высокой концентрации субстрата - донора протонов, эта константа является кинетической константой (Кк). При уменьшении концентрации субстрата - донора протонов, константа превращается в константу Михаэлиса  - Км, а при очень низких уровнях субстрата - донора протонов получаем константу диссоциации фермент – субстратного комплекса - Кs. 

Поскольку значение константы Михаэлиса меняется в зависимости от условий реакции, константу Км также обозначают, как Км (каж.). График зависимости скорости ферментативной реакции от начальной концентрации субстрата S согласно уравнения (2.16) будет иметь гиперболическую форму (рисунок 2.1). На данном графике видно, что в начале реакции скорость реакции возрастает прямо пропорционально линейно с увеличением концентрации субстрата. Порядок реакции в этом случае будет первым. Скорость реакции на данном отрезке достигает максимальной (Vmax), когда весь субстрат будет связан с ферментом, и константа ХФР будет соответствовать Кs.
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Рисунок 2.1 - График зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата S.
Далее при нарастании концентрации субстрата, график меняется с прямой на параболу. В этом случае порядок реакции становится дробным (п=1/ 2). В этой части реакции S расходуется, концентрация его уменьшается и становится [S] = Км, а скорость реакции равняется ½ от Vmax. При дальнейшем увеличении концентрации субстрата S, скорость реакции не увеличивается, а порядок реакции становится нулевым (n = 0), а скорость реакции V= const. 

Таким образом, физический смысл константы Михаэлиса (Км) состоит в том, что это такая концентрация субстрата [S] при которой, скорость ХФР составляет ½ от максимальной.

Значение констант для каждой ферментативной реакции определяется экспериментально и их значение зависит от pH - среды, температуры, присутствия ингибитора (активатора). Если для фермента определена V max и Км, то можно рассчитать оптимальную концентрацию субстрата S.

2.3.3 Методы графического определения кинетических параметров 

Для решения практических задач энзимологии график гиперболический зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата S является весьма неудобным. Поэтому на практике используются методы линеаризации экспериментальных данных.

Наиболее часто для определения кинетических параметров ХФР используются координаты Лайнуивера – Берка (1/V и 1/S) и координаты Диксона – Ида (1/V и [S]).

Метод Лайнуивера – Берка называется методом двойных обратных величин. График зависимости скорости ХФР от концентрации субстрата имеет линейный вид и представлен на рисунке 2.2.
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Рисунок 2.2 - График зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата S по методу Лайнуивера – Берка.

Определение обратных значений (1/V) скорости ХФР в координатах Лайнуивера – Берка ведется по формуле 2.17:
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                                               (2.17),

где:  V – скорость ХФР;


        Vmax – максимальная скорость ХФР;


        Kм – константа Михаэлиса;


        [S] – концентрация субстрата.

Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Порядок реакции и методы его определения. 

2. История развития ферментативной кинетики.

2. Уравнение Михаэлиса-Ментена.

3. Ограничение кинетики Михаэлиса-Ментена. 

4. Образование кинетически устойчивого фермент-субстратного комплекса.

5.  Природа константы К в уравнения Михаэлиса-Ментена.


6. В чем физический смысл константы Михаэлиса.


7. Какой формы график зависимости скорости ХФР от концентрации субстрата согласно уравнения Михаэлиса-Ментена7


8. Какие координаты в зависимости Лайнуивера – Берка?


9. Что такое кинетическая константа?


10. Какие имеются доказательства первого постулата?
2.4 Кинетический анализ двухстадийных ферментативных реакций, не подчиняющихся уравнению Михаэлиса-Ментена
Третий постулат ферментативной кинетики гласит: концентрация субстрата не меняется в ходе реакции, то есть [S]t = [S]0. Это означает наличие достаточно большого избытка субстрата. Однако во многих случаях это условие не выполняется. С одной стороны, большой избыток субстрата не используется в реакциях «in vitro» с некоторыми ферментами из-за частого ингибирования субстратом ферментативной активности самого фермента. Обычно не достигается избыток субстрата и «in vivo». 

В ферментативных реакциях, где субстрат не находится в избытке и, следовательно, его концентрация меняется с течением времени в ходе реакции, константа диссоциации примет вид: 
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                                  (2.18)
 где:   Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;


[S]0 – начальная концентрация субстрата;


[ЕS] – концентрация фермент – субстратного комплекса;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

[Р] – концентрация продукта ХФР.

Начальная скорость реакции тогда будет: 
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,                                                       (2.19)

где:   Vmax – максимальная скорость ХФР;






          Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

[S]t –концентрация субстрата на данный момент времени.
2.4.1 Изменение концентрации субстрата в ходе ферментативной реакции (обоснование третьего постулата) 

Уравнение (2.19) можно решить используя два разных варианта условий ХФР, когда [S]0[image: image37.png]


[S]t: 

1) если это неравенство выполняется из-за больших значений t, т. е. когда более 5% от начальной концентрации субстрата израсходовано за время реакции (в начале реакции условие избытка субстрата выполнялось); 

2) если концентрацией фермента нельзя пренебречь по сравнению с концентрацией субстрата и, таким образом, нужно принимать во внимание концентрацию фермент - субстратного комплекса (время реакции мало, но условие избытка субстрата не выполнено изначально). 

2.4.1.1 Решение первого варианта: Если t велико, а [ES] << [S]o, уравнение (2.19) переходит в следующее:
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где:   Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;


[S]0 – начальная концентрация субстрата;


[ЕS] – концентрация фермент – субстратного комплекса;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

[Р] – концентрация продукта ХФР.
Для значения концентрации субстрата [S]t, которая меняется в ходе реакции, удовлетворительным приближением служит значение ([S]0+[S]t)/2. Тогда среднюю скорость можно выразить как: 
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где:   Vmax – максимальная скорость ХФР;

          Kм – константа Михаэлиса;


[S]0 – начальная концентрация субстрата; 

[S]t –концентрация субстрата на данный момент времени.

2.4.1.2 Решение второго варианта. Когда условие избытка субстрата не выполнено изначально, но расход субстрата не превышает 5%. В этом случае в выражении (24) можно пренебречь концентрацией продукта [P], но нельзя не учитывать концентрацию фермент-субстратного комплекса [ES].
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где:   Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;


[ЕS] – концентрация фермент – субстратного комплекса;

[Е] – концентрация фермента;

Квадратное уравнение относительно концентрации субстрата: 
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где Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

      [S]0 – концентрация субстрата в начале реакции;

      [S] – концентрация субстрата;

      α  - коэффициент, который равен:

α =KS+[E]0 - [S]0,                                                       (2.24)

где Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

      [S]0 – концентрация субстрата в начале реакции;

      [S] – концентрация субстрата. 

Решением данного квадратного уравнения является 
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где Ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

      [S]0 – концентрация субстрата в начале реакции;

      [S] – концентрация субстрата;

      α  - коэффициент.
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Тогда скорость реакции V можно выразить уравнением 
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где:   k2 – константа диссоциации второй стадии;


[S]0 – начальная концентрация субстрата;


[ЕS] – концентрация фермент – субстратного комплекса;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

Vmax – максимальная скорость ХФР.
Выражая из последнего уравнения λ, получим 
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где V – скорость ХФР;

      Vmax – максимальная скорость ХФР.
При сравнении значений, рассчитанных данным методом, со значениями, полученными из точного, проинтегрированного уравнения Михаэлиса - Ментена, оказывается, что ошибка в определении Км составляет только 1% и 4% при расходовании 30% и 50% субстрата соответственно. Следовательно, данными уравнениями можно пользоваться для расчета кинетических параметром ХФР при больших промежутках времени реакции и расходовании субстрата. 

2.4.2 Методика нахождения кинетических констант при условии [S]0[image: image47.png]


[S]t 

 Методика нахождения констант в данном случае выглядит следующим образом. 

1. В предварительных экспериментах (при избытке субстрата) определяют Vmax; 

2. В условиях [E]0~[S]0 определяют скорости реакции при разных концентрациях субстрата; 

3. По уравнению (2.29) рассчитываем параметр λ для каждой вычисленной скорости;

4. По вычисленным параметрам λ определяем KS. 

По точке пересечения данной прямой с осью абсцисс находим KS, тангенс угла наклона равен 1/[E]0. Таким образом, изучение зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата в условиях [E]0~[S]0 позволяет определить абсолютную концентрацию активных центров фермента.

 Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Что гласит третий постулат ферментативной кинетики?

2. Приближенное решение уравнения Михаэлиса-Ментен в случае больших времен протекания реакции.

3. Какие условия для первого варианта приближенного решения уравнения Михаэлиса-Ментен? 

4. Какие условия для второго варианта приближенного решения уравнения Михаэлиса-Ментен?

5. Какова методика нахождения кинетических констант при условии [S]0[image: image49.png]


[S]t?

2.5 Влияние обратимых эффекторов на кинетику ферментативной реакции

2.5.1 Механизмы влияния обратимых эффекторов на кинетику ферментативной реакции

Вещества, изменяющие каталитическую активность фермента, называются эффекторами. 

Взаимодействие фермента с эффектором представляет собой химическую реакцию и поэтому может быть полностью обратимым, частично обратимым или практически необратимым. Если процесс ингибирования необратим, то кинетическая реакция не подчиняется механизму Михаэлиса - Ментен, основой которого является наличие равновесия между свободной и связанной формами фермента. 

В случае обратимых ингибиторов для описания кинетики ферментативной реакции можно воспользоваться уравнением Михаэлиса-Ментена. По влиянию ингибиторов на параметры ХФР их классифицируют:

а) конкурентные - ингибиторы, в присутствии которых повышается Км, а Vmax не меняется. Вызываемый такими ингибиторами эффект можно частично или полностью снять путем повышения концентрации субстрата. Примером может служить обратимое конкурентное ингибирование фермента сукцинилдегидрогеназы малоновой кислотой, субстратом которой является янтарная кислота (рисунок 2.3);

б) неконкурентные - ингибиторы, инактивирующие фермент или фермент - субстратный комплекс путем уменьшения Vmax, но не влияющие на Км. В этом случае повышение концентрации субстрата не приводит к повышению скорости реакции. К неконкурентным ингибиторам относятся ионы тяжелых металлов, обратимо реагирующие с -SH группами цистеинов. 
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Рисунок 2.3 – Обратимое конкурентное ингибирование фермента сукцинилдегидрогеназы малоновой кислотой

Многие из конкурентных ингибиторов по своей химической природе близки субстратам. Такие ингибиторы называются субстратными аналогами. 

Неконкурентные ингибиторы связываются с аллостерическим центром фермента. 

2.5.2 Кинетика ферментативных реакций, протекающих с участием эффектора

В общем случае влияние обратимого эффектора на двухстадийную ферментативную реакцию может быть передано схемой:
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                               (2.30)

где:   Е - фермент;

         S - субстрат;

         Р – продукт реакции;

         ks – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

         k2 – константа диссоциации второй стадии;

         kэ – константа диссоциации комплекса фермент - эффектор;

         ЭЕ – комплекс фермент - эффектор;

        ЭЕS – тройной комплекс эффектор - фермент – субстрат.

Для начальной скорости ферментативной реакции (при условии [S]0, [Э]0>> [E]0, где [Э] – концентрация эффектора, α – коэффициент, показывающий во сколько раз меняется скорость первой стадии в присутствии эффектора, а β – коэффициент, изменения скорости второй стадии при установившихся равновесиях первой и второй стадиях ХФР, справедливо: 
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[ЕS] – концентрация фермент – субстратного комплекса;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          [Э] – концентрация эффектора;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          kэ – константа диссоциации комплекса фермент - эффектор;

          α – коэффициент изменения скорости первой стадии; 

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии.

В зависимости от численных значений α и β эффектор может выступать в роли либо ингибитора, либо активатора ферментативной реакции. Выделяют следующие виды ингибирования:

- полное конкурентное ингибирование; 

- полное неконкурентное ингибирование; 

- бесконкурентное ингибирование; 

- простая активация; 

- смешанное ингибирование; 

- смешанное активирование.

2.5.2.1 Полное конкурентное ингибирование (α → ∞, β не имеет определенного смысла), скорость ХФР определяется уравнением:
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                                                  (2.32),

где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          [I] – концентрация ингибитора;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          ki – константа диссоциации комплекса фермент – ингибитор.

Зависимость в координатах Лайнуивера - Берка имеет вид пучка прямых, пересекающихся на оси ординат (рисунок 2.4). 
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Рисунок 2.4 – График зависимости при полном конкурентном ингибировании

Если отложить экспериментальные данные в координатах (КМ(каж), [I]), константу конкурентного ингибирования Кi можно определить по формуле 2.33: 
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где   Км – константа Михаэлиса;

         [I] – концентрация ингибитора;

         Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

         ki – константа диссоциации комплекса фермент – ингибитор.

2.5.2.2 Полное неконкурентное ингибирование (α → 1, β =0). В этом случае, скорость ХФР определяется уравнением:
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          [I] – концентрация ингибитора;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          ki – константа диссоциации комплекса фермент – ингибитор.

Зависимость в координатах Лайнуивера - Берка имеет вид пучка прямых, пересекающихся на оси абсцисс (рисунок 2.5). 
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Рисунок 2.5 – График зависимости при полном неконкурентном ингибировании

Если представить экспериментальные данные в координатах (1/kkat, [I], константу неконкурентного ингибирования Кi можно определить, зная величину kк:
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где     kк – каталитическая константа;

          [I] – концентрация ингибитора;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          Кi – константа диссоциации комплекса фермент – ингибитор.

2.5.2.3 Бесконкурентное ингибирование (α=β<1). В этом случае скорость ХФР: 
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          [I] – концентрация ингибитора;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          Кi – константа ингибирования;

          α – коэффициент изменения скорости первой стадии; 

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии.

Значения констант kkat и КМ(каж) ферментативной реакции при увеличении концентрации эффектора уменьшаются в одинаковой степени, поэтому графики в координатах Лайнуивера - Берка имеют вид семейства параллельных прямых (рисунок 2.6). 
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Рисунок 2.6 – График зависимости при бесконкурентном ингибировании

Для анализа уравнения выражение для каталитической константы 
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где:   kк – каталитическая константа;

          [I] – концентрация ингибитора;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          Кi – константа ингибирования;

          α – коэффициент изменения скорости первой стадии.

удобно преобразовать к следующему виду: 
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где:   kк – каталитическая константа;

          [I] – концентрация ингибитора;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          Кi – константа ингибирования;

          α – коэффициент изменения скорости первой стадии.

Из графика, построенного в координатах (1/(kkat/k2 -1), 1/[I]), можно раздельно найти значения α и Кi. 

2.5.2.4 Неконкурентная активация (α=1, β>1). В этом случае субстрат и активатор связываются независимо с активны центром, образуя тройной комплекс (фермент – субстрат – активатор), что приводит к увеличению скорости образования продукта ХФР. Поэтому начальная скорость ХФР определяется выражением:
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          [А] – концентрация активатора;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии;

          КА – константа активирования;

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии.

Зависимость в координатах Лайнуивера - Берка имеет вид пучка прямых, пересекающихся на оси абсцисс. 

2.5.2.5 Смешанные типы ингибирования и активации (α≠1, β≠1). В случае смешанных типов ингибирования или активации графики в координатах Лайнуивера - Берка имеют вид пучка прямых, соответствующих различным концентрациям эффектора, и пересекающихся в общей точке в правом верхнем, левом верхнем или левом нижнем квадранте в зависимости от значений α и β (рисунок 2.7). 
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Рисунок 2.7  - Графики зависимости при смешенном типе ингибирования

Координаты точки пересечения пучка прямых определяется значениями констант α и β.
Контрольные вопросы по изучаемой теме
1. Какие могут быть варианты взаимодействия фермента с эффектором?

2. Что обозначает обратимое ингибирование?

3. Что обозначает не обратимое ингибирование?

4. Что обозначает конкурентная активация?

5. Что обозначают коэффициенты α и β?

6. Как будет выглядеть график зависимости при смешенном типе ингибирования?

7. Как будет выглядеть график зависимости при неконкурентной активации?

8. Как будет выглядеть график зависимости при бесконкурентном ингибировании?

9. Как будет выглядеть график зависимости при полном неконкурентном ингибировании?

10. Как будет выглядеть график зависимости полном конкурентном ингибировании?

2.6 Ингибирование и активация избытком субстрата

2.6.1 Механизмы ингибирования субстратом 

Для многих ферментов установлено, что при добавлении избытка субстрата скорость катализируемой реакции далее не увеличивается и не остается постоянной при концентрации выше насыщающей, а понижается, т. е. развивается ингибирование. Это явление было названо ингибированием избытком субстрата. 

Что касается его механизмов, можно предложить пять различных типов ингибирования:

1) субстрат связывается с ферментом двумя или более группами, и только субстрат, связанный таким образом, может принимать участие в реакции. Если присутствует много молекул субстрата, то может возникнуть такая ситуация, что на одном связывающем центре фермента связывается одна молекула субстрата, в то время как на другом участке связывается другая молекула субстрата вместо того, чтобы взаимодействовать с другой группой первой молекулы субстрата. Так как в реакции может принимать участие только молекула, связанная с ферментом двумя точками, молекула фермента, удерживающая две молекулы субстрата, будет неактивна, т. е. будет развиваться ингибирование; 

2) при высокой концентрации субстрат может связываться с другим участком, отличающимся от активного центра белка. В этом случае он может "неконкурентно" ингибировать скорость распада субстрата, связанного в активном центре;

3) фермент требует для проявления активности присутствия необходимого активатора. Если субстрат способен образовывать комплекс с активатором, избыток субстрата удаляет активатор, таким образом уменьшая активность фермента;

4) для реакции с двумя или несколькими субстратами избыток одного из субстратов способен связываться с участком связывания другого, ингибируя реакцию; 

5) увеличение концентрации субстрата выше определенного предела неспецифически ингибирует реакцию вследствие увеличения ионной силы. 

2.6.2 Кинетический анализ ХФР при ингибировании субстратом

Для многих ферментов зависимость v от [S]0 можно количественно описать, исходя из предположения об образовании тройного комплекса ES2, не обладающего ферментативной активностью: 

[image: image65.png]Ks
E+SIT=CES ELP

[]=

ES,



                                        (2.39)

где:   Е - фермент;

         S - субстрат;

         Р – продукт реакции;

         ES – фермент – субстратный комплекс;

         ES2 – тройной фермент – субстратный комплекс;

         KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

         k2 – константа диссоциации второй стадии.

В этом случае уравнение скорости ферментативной реакции будет иметь вид: 
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии.

Анализ уравнения разбивают на две части: 

1) при низких концентрациях субстрата ([S]02<<KS`) уравнение (2.40) упрощается до классического уравнения Михаэлиса - Ментена (не наблюдается ингибирование субстратом). Построением графика в координатах Лайнуивера - Берка находим k2 и KS;

2) при высоких концентрациях субстрата ([S]0>>KS) уравнение (2.40) примет вид:
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где:   v – скорость ХФР;

          [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

          k2 – константа диссоциации второй стадии.

Уравнение (2.41) можно привести к виду: 
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и построив зависимость 1/v от [S]0, найти значения k2 и KS`. Если в обеих областях найденные значения k2 совпадают, значит схема (2.39) применима для формального описания кинетики изучаемой ферментативной реакции. 

Во второй модели тройной комплекс ES2 обладает активностью, но меньшей по сравнению с фермент-субстратным комплексом ES (β<1).
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где:   Е - фермент;

         S - субстрат;

         Р – продукт реакции;

         ES – фермент – субстратный комплекс;

         ES2 – тройной фермент – субстратный комплекс;

         β – коэффициент, изменения скорости второй стадии;

         KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

         k2 – константа диссоциации второй стадии.

В этом случае скорость ферментативной реакции при установившемся равновесии и [S]0 >> [E]0 будет описываться уравнением: 
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где:   v – скорость ХФР;

          [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии;

          k2 – константа диссоциации второй стадии.

Обработка схемы также разбивается на две области. При низких концентрациях субстрата определяем k2 и KS. При высоких концентрациях уравнение упрощается до зависимости:
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где:   v – скорость ХФР;

          [S]0 – начальная концентрация субстрата;

[Е]0 – концентрация фермента в начале реакции;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии;

          k2 – константа диссоциации второй стадии.

Построив график в координатах (1/(1-kэфф/k2), 1/[S]0) для высоких концентраций субстрата найдем значения β и Ks`. 

Третий тип субстратного ингибирования, когда к фермент-субстратному комплексу присоединяется несколько молекул субстрата, переводя его в неактивное состояние. 
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где:   Е - фермент;

         S - субстрат;

         Р – продукт реакции;

         ES – фермент – субстратный комплекс;

         ESn +2 – комплекс фермент – субстрат - 2 и более молекул;

         n – количество молекул субстрата, связанных с ферментом;   

         KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

         kкат – каталитическая константа или константа диссоциации второй стадии.

Для анализа подобных случаев разработан графический способ, позволяющий определить число молекул субстрата в неактивном фермент-субстратном комплексе. Обработка экспериментальных данных в этих случаях проводится следующим образом: 

1) по графику в координатах (v, lg[S]0) определяем [S]opt; 

2) при различных n по формуле (83) находим произведение KSKS`; 

3) для каждого n строим график в координатах (1/[S]0 + [S]0n/KSKS`, 1/v). Значение n, при котором график линеен, соответствует зависимости (2.44), и, следовательно, модели (2.45) с найденным значением n. 

Мы рассмотрели 3 схемы возможного ингибирования ферментативной активности избытком субстрата. Чтобы выбрать механизм ингибирования, сначала надо построить зависимость экспериментально найденных значений скорости в координатах (v, lg[S]0). 

Симметричный вид полученной колоколообразной кривой указывает на отсутствие ферментативной активности комплекса SES (рисунок 2.8). 
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Рисунок 2.8 – Зависимость в координатах для всех моделей ингибирования субстратом

Если же правая ветвь графика (при больших концентрациях субстрата) более пологая по сравнению с левой ветвью, это говорит о ферментативной активности тройного комплекса (0<β<1). Если же субстрат ингибирует ферментативную активность, то правая часть графика будет более крутой.

2.6.2 Активация субстратом

В некоторых случаях при увеличении концентрации субстрата скорость ферментативной реакции превышает теоретическую максимальную скорость ХФР, рассчитанную из данных, полученных при использовании небольших концентраций субстрата. Простейшая модель такой активации соответствует схеме, в которой β>1. Анализ экспериментальных данных проводится аналогично (2.43). Единственное отличие заключается в том, что удобнее строить график в координатах (1/(kэфф/k2-1), 1/[S]0) согласно зависимости:
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где:   [S]0 – начальная концентрация субстрата;

          Кs – константа диссоциации фермент – субстратного комплекса;

          KS`– константа диссоциации тройного фермент – субстратного комплекса;

          β – коэффициент, изменения скорости второй стадии;

          k2 – константа диссоциации второй стадии.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Какие существуют варианты взаимодействия между ферментом и избытком субстрата?

2. Напишите схему реакции при ингибирование избытком субстрата с образованием тройного комплекса субстрат – фермент –субстрат?
3. Как найти скорость ХФР в этом случае?  
4.  Напишите схему реакции при активации субстратом.

5. Как определить кинетические параметры ХФР в этом случае?

2.7 Факторы, влияющие на ферментативную активность. Влияние рН и температуры на кинетику ферментативных реакций

2.7.1 Факторы, влияющие на ферментативную активность

На каталитическую активность ферментов влияют многие факторы, которые могут изменять строение или химическую природу ферментов. К числу таких факторов относятся:

1) рН; 

2) температура; 

3) силы, действующие в текучих средах (гидродинамические силы, гидростатическое давление и поверхностное натяжение); 

4) химические агенты (спирт, мочевина или пероксид водорода); 

5) облучение (свет, звук, ионизирующая радиация). 

Иногда снижение каталитической активности, вызванное, например, изменением рН, обратимо. В таких случаях возврат к первоначальным условиям сопровождается восстановлением активности фермента. В известном смысле такая ситуация аналогична рассмотренному случаю обратимого ингибирования. Небольшие изменения одного из перечисленных выше факторов, только слегка сдвигают равновесие (или квазистационарное состояние), характерное для данной ферментативной реакции. В общем случае отклонение от условий, типичных для биологического окружения нативного фермента, должно быть относительно небольшим (или кратковременным). В противном случае возрастает вероятность инактивации фермента. 

2.7.2 Обратимое влияние температуры на каталитическую активность фермента

Граница между "обратимой" и "необратимой" инактивацией белков не всегда четко определена. Например, подвергнутый кратковременному нагреванию фермент при охлаждении до свойственной ему "рабочей" температуры может полностью восстановить свою активность. С другой стороны, более продолжительное нагревание при той же температуре или столь же кратковременная термообработка при более высокой температуре могут привести к тому, что при последующем охлаждении активность фермента восстановится лишь частично. Такое поведение белков - ферментов становится понятным, если учесть связь между их строением и функцией, влияние молекулярной динамики на функцию белка и возможность разрыва некоторых слабых связей в нативной структуре фермента при изменении условий среды. 

При высокой температуре, когда начинает доминировать процесс термической инактивации фермента, нарушаются зависимости скорости реакции от температуры. 

Так ферментативные реакции имеют колоколообразную зависимость скорости реакции от температуры, что объясняется наложением двух эффектов - возрастанием скорости реакции при увеличении температуры и ускорением тепловой денатурации белковой молекулы, приводящей к инактивации фермента при высоких температурах. Денатурация большинства белков начинается в диапазоне температур от 45 до 50° С и завершается очень быстро при 55° С. 

2.7.3 Влияние рН на кинетику ферментативных реакций в растворах

Ферменты, как и все белки, состоят из аминокислот. В зависимости от рН радикалы некоторых аминокислот, а значит, и белок в целом могут приобретать заряд. Заряженные группы часто входят в состав активных центров ферментов, так как в основе целого ряда механизмов ферментативного катализа лежит катализ кислотного или основного типа. Необходимым условием для осуществления кислотного или основного катализа может быть наличие определенного заряда на ионизируемых группах активного центра. Отсюда следует, что каталитически активная форма фермента существует только в одном строго определенном состоянии ионизации, и в зависимости от рН в нее может превращаться большая или меньшая часть всего имеющегося в смеси фермента (рисунок 2.9).
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Рисунок 2.9 - Зависимость активности ферментов от рН

При значениях рН, значительно отличающихся от оптимальных, происходит нарушение сил, стабилизирующих конформацию нативного белка - фермента, что может привести к его денатурации – утрате третичной конформации, и соответственно потери каталитической активности. В этом случае даже после восстановления оптимального рН ренатурация фермента становится маловероятной.

Контрольные вопросы о изучаемой теме

1. Какие факторы влияют на ферментативную активность? 

2. Влияние рН на кинетику ферментативных реакций в растворах. 

3. Как изменяется скорость ХФР при изменении температуры? 
4. Какие процессы происходят при денатурации в структуре фермента?

5. Что такое ренатурация?

3. Биоэнергетика

3.1 Метаболизм и его функции, регуляция метаболизма 
3.1.1 Определение метаболизма и его функции в живых системах, регуляция метаболизма 

Метаболизм - это совокупность обменных процессов в организме. В результате обмена веществ организм взаимодействует с окружающей средой, получает энергию для процессов жизнедеятельности (энергетический обмен) и материал для построения субклеточных структур, клеток, органов, тканей и организма в целом (пластический обмен). 

Среди всего разнообразия живых организмов на нашей планете, отчетливо прослеживается единство метаболизма. В целом общий метаболизм всех классов органических соединений в основных принципах одинаков, а метаболизм многих органических соединений идентичен для всех живых организмов.

Выделяют два основных направления метаболизма в живых системах: 

- анаболизм или пластический обмен - синтез веществ, требующий затрат энергии;

- катаболизм или энергетический обмен - распад веществ с выделением энергии в результате которого клетка обеспечивается макроэргами.

Эти процессы в живых системах идут параллельно и одновременно, регуляция метаболизма на всех уровнях организации от клетки до целого организма осуществляется белками ферментами.

В зависимости от регуляции направления метаболизма все ферменты можно разделить на 3 большие группы:

1) анаболические (регулируют процесс синтеза веществ);

2) катаболические (катализируют реакции энергетического обмена);

3) амфоболические (регулируют оба процесса).

Вывод: таким образом, регуляция метаболизма в организме сводится к регуляции деятельности ферментов.

Функции метаболизма:

 - обеспечение организма энергией, полученной при расщеплении богатых энергией пищевых веществ или путём преобразования энергии солнца;

- превращение пищевых молекул в предшественники, которые используются в клетке для биосинтеза собственных макромолекул;

- сборка макромолекулярных (биополимеры) и надмолекулярных структур живого организма, т. е. пластическое и энергетическое поддержание его структуры;

 - синтез и разрушение биомолекул, выполняющих специфические функции в организме (мембранные липиды, внутриклеточные посредники и пигменты).

В ходе метаболизма осуществляются следующие основные типы химических реакций:

 - окислительно -восстановительные;

- синтез соединений с использованием энергии АТФ;

- изомеризации;

- добавления или удаления функциональных групп.

Эти реакции носят ферментативный характер, поэтому типы химических реакций совпадают с классификацией ферментов.

Ферментативная цепь химических реакций в котором продукты одной реакции становятся субстратом для следующей реакции называется метаболическим путём (МП).
Часть метаболических путей являются линейными, другие – разветвлёнными, третьи – циклические. 

Линейный МП – когда один исходный продукт – один конечный продукт, например, гликолиз, дыхательная цепь транспорта электронов.

Разветвлённый МП – когда несколько конечных продуктов из одного предшественника или превращение нескольких исходных веществ в один продукт - цикл трикарбоновых кислот, цикл биосинтеза мочевины.

Циклический МП – когда одно из веществ, вступающих в метаболический путь, регенерируют в серии последовательных реакций.

По форме усвоения углерода все живые организмы делятся на две группы:

 - автотрофные (сами себя питающие) усваивают СО2 воздуха в процессе фотосинтеза и из него строят все свои органические вещества (фотосинтезирующие бактерии, зелёные растения);

 - гетеротрофные (питающиеся за счёт других) получают углерод из сложных органических соединений (клетки высших животных и большинства микроорганизмов), т. е. питаются продуктами жизнедеятельности других организмов.

В биосфере автотрофы и гетеротрофы являются участниками кругооборота углерода и кислорода. 

По отношению к кислороду гетеротрофы делят на:

 - аэробы (требуют наличие кислорода);

- анаэробы – для окисления питательных веществ кислород не требуется;

- факультативные анаэробы – существуют в кислородной и бескислородной среде;

- облигатные анаэробы – живут только в бескислородной среде.

Что касается азота, то организмы нуждаются в азоте, используя его для синтеза аминокислот, нуклеотидов.

Регуляция метаболизма осуществляется изменением активности ферментов. Изменение количества фермента осуществляется путём индукции или репрессии генов, а также путем его протеолитического распада в клетке.

Ферменты, количество которых в живом организме относительно постоянно называют конститутивными, а чье количество изменяется в зависимости от метаболической ситуации – адаптивными или индуцибельными.

Еще одним механизмом регуляции метаболизма является изменение проницаемости мембран. Изменение функций мембраны приводит к изменению скоростей потоков метаболитов, газов, электрохимического потенциала, передачи нервных импульсов, функционирования рецепторов.

В организме человека координация метаболизма осуществляется нервной и эндокринной системами.

3.1.2 Фазы метаболизма

Метаболизм состоит из совокупности противоположных катаболических и анаболических процессов, которые имеют ряд отличительных черт (таблица 3.1)

Таблица 3.1 - Особенности катаболических и анаболических процессов

	Катаболизм
	Анаболизм

	1. Расщепление (деградация)
	1. Биосинтез

	2. Окисление
	2. Восстановление

	3. Выделение энергии
	3. Потребление энергии  

	4. Из различных исходных соединений образуются одинаковые конечные продукты
	4. Из одинаковых исходных соединений образуются различные конечные продукты.


Катаболические и анаболические пути во многих отношениях хотя и различаются, но тесно взаимосвязаны. В разные периоды жизни имеет место преобладание анаболических процессов над катаболическими, и наоборот.

3.2.1.1 Метаболические циклы. Протекание некоторых путей метаболизма характеризуется тем, что в конце процесса происходит регенерация одного из исходных метаболитов, что ведет к замыканию метаболического пути и образованию кругового, циклического процесса. Такие замкнутые метаболические пути называют метаболическими циклами (Н→Н). Циклическими путями метаболизма являются цикл трикарбоновых кислот, глиоксилатный цикл, орнитиновый цикл биосинтеза мочевины, цикл Кори, цикл Кальвина т др.

Существование метаболических циклов имеет глубокий биологический смысл, т.к. в них совершаются определенные биохимические реакции, чрезвычайно экономно используя одно и то же количество исходного соединения, которое при каждом кругообороте регенерируется и вновь вступает в процесс.

Отдельные реакции метаболического пути (цикла) называются этапами, звеньями или ступеньками метаболизма.

Метаболические пути могут пересекаться. Место пересечения путей метаболизма называют узловой точкой метаболизма, а соответствующий метаболит, через который проходят различные пути обмена веществ, - узловым (или ключевым) метаболитом (D). Так, например, узловыми (ключевыми) метаболитами являются глюкозо – 6 – фосфат, ацитил - СоА и др., через которые может происходить переключение метаболизма с одного метаболического пути на другой.

Очень часто образование одного и того же метаболита может осуществляться двумя или несколькими путями.

3.1.2.2 Основные и побочные пути метаболизма. Метаболический путь, обменная мощность которого больше, называют основным путем метаболизма (A → B → C → D), а другой или другие пути, у которых метаболическая мощность меньше, относят к вторичным путям метаболизма (A → M → N → D).

Побочными путями метаболизма называют пути, которые исходят из общего метаболита основного пути, но приводят к образованию другого (побочного) конечного продукта (метаболита) (E → O → P).

Регуляторные (ограничивающие) этапы. Интенсивность метаболического потока, или обменная мощность данного пути метаболизма, зависит от узкого звена, так называемого «ограничивающего этапа», т.е. от этапа, обладающего наименьшей метаболической мощностью.

В целях повышения (усиления) метаболического потока нет необходимости изменять все этапы метаболического пути, а достаточно изменить один или несколько. Как правило, регуляторные этапы представляют собой необратимые реакции. Регуляторным этапом чаще всего является первый ферментативный этап метаболического пути. Таким этапом в гликолитическом пути является гексокиназная реакция, в окислительном пентозофосфатном пути – глюкозо – 6 - фосфатдегидрогеназная реакция и т.д. В ограничивающих этапах Природой заложена экономность регуляторных систем метаболизма.

3.1.3 Последовательность процессов метаболизма, стадии извлечения энергии питательных веществ

В зависимости от последовательности протекания процессов обмена веществ в организме последовательность процессов метаболизма разделяют на три этапа.

1. Пищеварение и резорбция (всасывание). В процессе пищеварения в желудочно-кишечном тракте происходит гидролиз высокомолекулярных соединений с образованием простых. Сюда относится и бактериальное воздействие на пищевые вещества со стороны желудочно-кишечной флоры, что имеет особое значение для жвачных. Затем происходит резорбция питательных веществ через слизистые оболочки кишок и поступление через мембраны в клетки.

2. Промежуточный обмен – совокупность внутриклеточных химических реакций синтеза и деградации с образованием промежуточных и конечных продуктов метаболизма.

3. Выделение конечных продуктов обмена.

В зависимости от количества освобождаемой энергии в процессе расщепления и окисления питательных веществ Г. Кребс выделяет три основные стадии извлечения энергии питательных веществ.

На первой стадии (подготовительной) большие (полимерные) молекулы питательных веществ в желудочно-кишечном тракте расщепляются на малые (мономеры). Полисахариды распадаются до моносахаридов (в основном до гексоз: глюкозы, фруктозы, галактозы). Жиры расщепляются до глицерола и жирных кислот, а белки – до аминокислот. Конечными продуктами первой стадии являются примерно 25-30 различных химических соединений (аминокислоты, моносахариды, глицерол, жирные кислоты). При этом освобождается около 0,6 - 1 % общей энергии питательных веществ, которая может быть использована только для образования тепла (но не для других целей). Значение химических реакций первой стадии - в подготовке питательных веществ к дальнейшему освобождению энергии. 

На второй стадии (начальной фазе промежуточного метаболизма) вещества, образовавшиеся на первой стадии, подвергаются дальнейшему расщеплению. Распад полимеров до промежуточных продуктов. Результат этих превращений, на первый взгляд, кажется неожиданным, т.к. из большого количества химических соединений, являющихся конечными продуктами первой стадии, образуется три главных метаболита: 2-оксоглутарат, оксалоацетат и ацетил - CоA, среди которых преобладает ацетил – CоA. Метаболиты второй стадии играют центральную роль в метаболизме. На этой стадии освобождается 25 - 30 % энергии, содержащейся в питательных веществах.

Третья стадия (конечная фаза промежуточного метаболизма распад до СО2 и Н2О с участием кислорода) включает цикл трикарбоновых кислот и дыхательную цепь транспорта электронов – конечные пути в окислении питательных веществ СО2 и Н2О. На третьей стадии освобождаются остальные 70 – 75 % энергии питательных веществ, которые сосредотачивается в фосфатных связях АТФ.

Цикл трикарбоновых кислот и дыхательная цепь транспорта электронов, сопряженная с окислительным фосфорилированием, являются общими магистральными путями обмена веществ и энергии, через которые проходит метаболизм углеводов, липидов и белков.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

4. Дайте определение метаболизма.

5. Какие функции выполняет метаболизм.

6. Как осуществляется регуляция метаболизма.

7. Катаболизм и анаболизм, их взаимосвязь.

8. Последовательность процессов метаболизма и стадии извлечения энергии питательных веществ. 

9. Что такое метаболический путь?

10. Какие виды метаболического пути выделяют?

11. Что такое разветвленный МП?

12. Как называется общее вещество для различных МП?

13. Какова роль ацетил – коэнзима А в биохимических реакциях?

3.2 Биологическое окисление (тканевое дыхание)

3.2.1 Определение биологического окисления. Пути использования кислорода

Перенос фосфатной группы на АДФ -  с образованием АТФ является основной реакцией биоэнергетики. Источником энергии для этой реакции служит поток электронов при окислительно - восстановительных реакциях.

У нефотосинтезирующих организмов источником электронов является восстановленные компоненты (пища); у фотосинтезирующих – донором электронов служат химические молекулы, которые переходят в возбуждённое состояние под действием света.

Биологическое окисление, или тканевое дыхание, представляет собой совокупность окислительно - восстановительных процессов, протекающих в живых клетках, основной функцией которого является обеспечение организма энергией в доступном для использования виде и восстановительными эквивалентами для биосинтетических процессов.

Вещество окисляется, если теряет электроны или одновременно электроны и протоны (водородные атомы, дегидрирование) или присоединяет кислород (оксигенирование). Противоположные превращения – это процессы восстановления.

Способность молекул отдавать электроны другой молекуле характеризуется окислительно-восстановительным потенциалом (редокс – потенциалом, Е °'). 

Редокс - потенциал определяют путём измерения электродвижущей силы в вольтах. В качестве стандарта принят редокс - потенциал реакции при РН 7,0: Н2↔2Н+ +2 е-, равен ​ 0,42 В.

Редокс – потенциалы связаны с изменением свободной энергии ТС уравнением Нернста:

∆G°'=- zF× ∆ Е °'                                            (3.1) 

где ∆G°' - изменением свободной энергии;

      z - число перенесённых в реакции электронов;

      F - постоянная Фарадея,

      ∆Е°' - разность редокс – потенциалов электронно - донорной и электронно - акцепторной пар.

В XVIII столетии А. Лавуазье установил, что процесс дыхания связан с окислением веществ, и обратил внимание на сходство процессов горения органических веществ и дыхания животных, в связи с чем, науке долгое время господствовало мнение, что биологическое дыхание представляет собой медленное горение.

Принципиальной особенностью тканевого дыхания в отличие от горения является то, что окислительные процессы в организме протекают при низкой температуре без резких перепадов и без появления пламени, т.к. энергия выделяется не одновременно, а порционно (частями).
Вторая особенность состоит в том, что при биологическом окислении вода является не только конечным продуктом, как при горении, но непосредственным участником окислительных процессов, которые более интенсивно протекают в тканях с высоким содержанием воды.

Третьей особенностью биологического окисления является то, что реакцией, поставляющей энергию в живых организмах, за незначительным исключением, является реакция окисления водорода кислородом, которая в обычных условиях протекает со взрывом.

В целях объяснения особенностей биологического окисления было выдвинуто несколько теорий. 

Первой из них была теория активирования кислорода (А.Н. Бах, К. Энглер и Вилд), затем В.И. Палладин и Г. Виланд выдвинули теорию активирования водорода. Открытие цитохромов (Д. Кейлин, 1925), снимающих электроны с водорода, и фермента цитохромоксидазы (О. Варбург, 1928), на которую передаются электроны с водорода, несколькими годами позже позволило создать современную теорию биологического окисления (или тканевого дыхания), получившую название дыхательной цепи транспорта электронов, которая в значительной мере базируется на двух предыдущих теориях.

При изучении окислительных процессов в клетках целесообразно придерживаться следующей схемы использования кислорода (таблица 3.2):

Таблица 3.2 - Пути использования кислорода в клетках

	Окисление субстрата 

	Дегидрирование
	Оксигенирование
	Свободнорадикальное окисление

	-2Н
	-2Н
	+1/2 О2
	+ О2
	O.-

	на 1/2  О2
	на О2
	+1/2 О2
	+ О2
	HO.-

NO.- 

ONOO-

О3


	Н 2О
	Н 2О2 
	R-OH
	RO2
	

	тканевое дыхание
	простые окислительные системы
	моноокси геназный

Путь
	диокси –

геназный путь
	

	АТФ
	обезврежива -ние
	обезвреживание
	разрыв ароматических колец
	

	
	Тепло
	Тепло
	
	


Выделяют три пути использования кислорода:

1) окисление субстрата путём дегидрирования с переносом двух атомов водорода на атом кислорода с образованием Н2О (энергия окисления аккумулируется в форме АТФ, на этот процесс расходуется более 90 % кислорода) или молекулу кислорода с образованием Н 2О2;

2) присоединение атома кислорода с образованием гидроксильной группы или молекулы кислорода;

3) образование кислородных свободных радикалов, служащих как для защиты внутренней среды организма от чужеродных молекул, так и для повреждения мембран в механизмах окислительного стресса.

3.2.2 Стадии тканевого дыхания 

В биохимии и клеточной биологии под тканевым (клеточным) дыханием понимают окислительно – восстановительные процессы, в результате которых происходит поглощение клеткой кислорода и выделение углекислого газа.

У аэробно дышащих клеток конечным акцептором электронов и протонов является кислород. В этой связи тканевое дыхание в аэробных клетках проходит три основные стадии.

1. Образование ацетил-CoA из органических молекул (глюкозы, жирных кислот, аминокислот) путём окисления последних. 

2. Ацетил-CoA вступает в цикл трикарбоновых кислот, где его ацетильная группа ферментативно окисляется до СО2 и выделяется НS KoА. Энергия, высвобождаемая при окислении, накапливается в восстановленных переносчиках - коферментах (НАД, ФАДН2).

3. Электроны переносятся на О2, как конечный акцептор, через последовательную цепь ферментов - переносчиков электронов, которая получила название дыхательной цепи или цепи переноса электронов (ЦПЭ). 

При переносе электронов по дыхательной цепи выделяется большое количество энергии, которая используется для синтеза АТФ путём окислительного фосфорилирования.

Процесс тканевого дыхания оценивают с помощью дыхательного коэффициента (ДКО2):

ДКО2 = число молей образованного СО2 / число молей поглощённого О2. 

Этот показатель позволяет оценить тип топливных молекул, используемых организмом, так при полном окислении углеводов дыхательный коэффициент равен 1, белков – 0,8, жиров – 0,71, при смешанном питании величина ДКО2 = 0,85.

ЦПЭ встроена во внутреннюю мембрану митохондрий. Электроны передаются по цепи от более электроотрицательных компонентов к более электроположительному кислороду: от НАДН (-0,32 В) до кислорода (+0,82 В).

3.2.3 Особенности строения митохондрий

Наружная мембрана митохондрий проницаема для многих молекул и ионов (электрозависимые анионные каналы), поскольку содержит митохондриальные порины – белки молекулярной массой от 30 до 35 кДа (атомные единицы массы – дальтоны (Да)).

Функциональные составляющие митохондрий:

1) внешняя мембрана митохондрий (ограничивает внутреннее пространство) проницаема для О2 и ряда низкомолекулярных веществ; 

2) содержит ферменты метаболизма липидов и моноаминов;

3) межмембранное пространство (ММП) содержат аденилаткиназу и ферменты фосфорилирования АДФ, не связанные с дыхательными цепями;

4) внутренняя мембрана митохондрий (ВММ) содержит белки, 20-25 % которых – белки-ферменты цепи переноса протонов и электронов и окислительного фосфорилирования, Проницаема только для малых молекул (кислорода, мочевины) и содержит специфические трансмембранные переносчики).

5) матрикс содержит ферменты цикла трикарбоновых кислот, β-окисления жирных кислот, ферменты митохондриального синтеза ДНК, РНК, белков.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Пути потребления кислорода (биологическое окисление).
2. Понятие редокс -потенциала. 
3. Уравнение Нернста. 
4. Пути использования кислорода в окислительных процессах.
5. Дыхательный коэффициент.
6. Особенности строения мембраны митохондрий.
7. Чему равен дыхательный коэффициент белка и углеводов?
8. Что такое тканевое дыхание?
9. Назовите три основные стадии тканевого дыхания.
10. Где расположена ЦПЭ?

3.3 Дыхательные цепи

3.3.1 Типы переноса электронов в дыхательной цепи

Митохондриальная дыхательная цепь состоит из белков – ферментов, последовательно передающих электроны. 

Различают три типа переноса электронов:

1) прямой перенос электронов, например, за счёт восстановления Fe3+ в Fe2+;

2) перенос атомов водорода (Н+ и е_);

3) перенос гидрид – иона водорода (Н)-, который содержит два электрона.

Электроны для дыхательной цепи образуются в результате действия ферментов дегидрогеназ – пиридинзависимых дегидрогеназ и флавиновых ферментов, которые собирают электроны от субстратов катаболических путей и аккумулируют их в универсальных акцепторах электронов – никотинамидных нуклеотидах (НАД+ или НАДФ+) или флавиновых нуклеотидах (ФМН+ или ФАД+).

3.3.2 Компоненты дыхательной цепи

Дыхательная цепь является частью процесса окислительного фосфорилирования. Компоненты дыхательной цепи катализируют перенос электронов от НАДН+ и Н+ или восстановленного убихинона (QH2) на молекулярный кислород. Из-за большой разности окислительно-восстановительных потенциалов доноров (НАДН+ и Н+, QH2) и акцептора (О2), реакция является высокоэкзергонической. Большая часть выделяющейся при этом энергии используется для создания градиента протонов и, наконец, для образования АТФ с помощью АТФ - синтазы.

Дыхательная цепь включает три белковых комплекса (комплексы I, III и IV), встроенных во внутреннюю митохондриальную мембрану, и две подвижные молекулы – переносчики: убихинон (кофермент Q) и цитохром С. Фермент сукцинатдегидрогеназа (СДГ), принадлежащая собственно к цитратному циклу, рассматривается как комплекс II дыхательной цепи (рисунок 3.1). АТФ - синтаза называется комплексом V, хотя она и не принимает участия в переносе электронов.
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Рисунок 3.1 – Строение дыхательной цепи

Комплексы дыхательной цепи построены из множества полипептидов и содержат ряд различных окислительно - восстановительных коферментов, связанных с белками. К ним принадлежат флавин (ФМН (FMN) или ФАД (FAD), в комплексах I и II), железо - серные центры (в I, II и III комплексах) и группы Гема (в II, III и IV комплексах). Структура комплексов представлена в таблице 3.3.

В переносе электронов принимают участие различные типы гемов, ковалентно связанных с белком. Гемы типа b соответствуют гемоглобинам. В комплексе IV непосредственно с кислородом взаимодействуют ион меди (CuB) и гем а3. 

Таблица 3 - Комплексы митохондриальной цепи переноса электронов
	Наименование ферментативных
комплексов
	Молекулярная
масса (кДа)
	Число
субъединиц
	Простетические
группы

	I НАДН  - дегидрогеназа
(НАДН - Ко Q -оксидоредуктаза)
	850
	42(14)
	ФМН, FeS

	II сукцинатдегидрогеназа
	140
	5
	ФАД, FeS

	III убихинон: цитохром с-
оксидоредуктаза
	250
	11
	Гемы, FeS

	цитохром С: комплекс

	13
	1
	Гем

	IV цитохромоксидаза
(цитохром С - оксидаза)
	160
	13 (3-4)
	Гемы, CuA CuB


П р и м е ч а н и е - цитохром с не входит в состав комплекса; цитохром с является растворимым белком и перемещается между комплексами III и IV.

3.3.3 Типы окисляемых субстратов

Субстраты окисления - это молекулы, которые при окислении дегидрируются (теряют 2Н+). Различают три типа субстратов:
1) субстраты первого типа (углеводородные) — сукцинат, ацетил - КоА. Средняя энергия отщепления пары е- составляет около 150кДж/моль. Это меньше, чем энергия е- в коферменте НАДН. Именно поэтому НАД не может участвовать в дегидрировании этих субстратов;
2) субстраты второго типа (спиртовые). При их дегидрировании воз​никают кетоны. Средняя энергия отщепления пары электронов – около 200 кДж/моль, поэтому НАД может участвовать в дегидрировании субстратов II типа;
3)
субстраты третьего типа (альдегидные). Энергия отщепления пары е- составляет около 250 кДж/моль. Дегидрогеназы субстратов III типа часто содержат несколько коферментов. При этом часть энергии запасается до цепи переноса электронов.
3.3.4 Работа ферментов дыхательной цепи

Электроны от субстратов доноров второго и третьего типов поступают в дыхательную цепь различными путями. При окислении НАДН+ и Н+ комплекс I переносит электроны через ФМН и FeS - центры на убихинон. Образующиеся при окислении сукцината, ацил - КоА и других субстратов первого типа электроны переносятся на убихинон комплексом II или другой митохондриальной дегидрогеназой через связанный с ферментом ФАДН2 или флавопротеин, При этом окисленная форма кофермента Q восстанавливается в ароматический убигидрохинон. Последний переносит электроны в комплекс III, который поставляет их через два гема b, один Fe/S-центр и гем с1 на небольшой гемсодержащий белок цитохром с. Последний переносит электроны к комплексу IV, цитохром с - оксидазе. Цитохром с - оксидаза содержит для осуществления окислительно-восстановительных реакций два медьсодержащих центра (CuA и CuB) и гемы а и а3, через которые электроны, наконец, поступают к кислороду. При восстановлении О2 образуется сильный основной анион О2-, который связывает два протона и переходит на воду. Поток электронов сопряжен с образованным комплексами I, III и IV протонным градиентом.

Таким образом, комплекс I и II катализирует перенос электронов от различных доноров: комплекс I — от НАДН, комплекс II — от сукцината; комплекс III переносит электроны от убихинона к цитохрому С, а комплекс IV переносит электроны от цитохрома С на кислород.

Перенос протонов комплексами I, III и IV протекает векторно из матрикса в межмембранное пространство. При переносе электронов в дыхательной цепи повышается концентрация ионов H+, т. е. понижается значение рН. В интактных митохондриях по существу только АТФ - синтаза  позволяет осуществить обратное движение протонов в матрикс. На этом основано важное в регуляторном отношении сопряжение электронного переноса с образованием АТФ.

Убихинон благодаря неполярной боковой цепи свободно перемещается в мембране. Водорастворимый цитохром с находится на внешней стороне внутренней мембраны. 

Окисление НАДН (NADH) комплексом I происходит на внутренней стороне мембраны, а также в матриксе, где происходит также цитратный цикл и β-окисление — самые важные источники НАДН. В матриксе протекают, кроме того, восстановление O2 и образование АТФ. Полученный АТФ переносится по механизму антипорта (против АДФ) в межмембранное пространство, откуда через белки порины проникает в цитоплазму.

Изменение свободной энергии ΔG в реакциях восстановления зависит только от разности окислительно-восстановительных потенциалов донора и акцептора. Общая величина энергии реакции (более 200 кДж/моль) разбивается на небольшие и более удобные «пакеты», величина которых определяется разностью окислительно-восстановительных потенциалов соответствующих промежуточных продуктов. Это обеспечивает дыхательной цепи удивительно высокий выход энергии, составляющий примерно 60%. 

3.3.5 Полная и укороченная дыхательные цепи

В зависимости от типа субстрата окисления (т.е. от энергии отщепления пары е-) выделяют полную и укороченную дыхательные цепи (цепи переноса электронов - ЦПЭ). 

ЦПЭ - это универсальный конвейер по переносу протонов и электронов от субстратов окисления к кислороду. В полную ЦПЭ вступают субстраты II и III типов; в укороченную – первого типа.  В укороченной ЦПЭ отсутствуют пиридинзависимые дегидрогеназы.
Полная дыхательная ЦПЭ. Субстраты второго и третьего типов передают протоны и электроны (т.е. дегидрируются) на кофермент НАД пиридинзависимых дегидрогеназ (первый комплекс ЦПЭ). Кофермент НАД не связан прочно с дегидрогеназой и после реакции дегидрирования субстрата свободно диффундирует к внутренней мемб​ране митохондрий.
НАДН - дегидрогеназа локализована во внутренней мембране митохондрий и имеет две простетические группы - ФМН и FeS - белки. В переносе двух атомов водорода участвует ФМН, далее FcS - белки забирают 2е, а оставшиеся 2Н+ выталкивают в межмембранное пространство и «ждут» момента, когда 2е- зарядят атом кислорода отрицательно, иными словами, на стадии НАДН – дегидрогеназы разделяются потоки протонов и электронов.

Неполная (укороченная) дыхательная ЦПЭ. Начинается от субстратов первого типа. Их дегидрирование происходит с помощью связанного c внутренней мембраной митохондрий ФАД-содержащего Ко Q фермента сукцинатдегидрогеназы. ФАД присоединяет два атома водорода от субстрата, затем FeS забирает 2е~, а два протона выталкиваются в матрикс, далее электроны передаются на кислород, как и в полной ЦПЭ.

3.3.6 Свойства кофермента Q и цитохромов

Два электрона передаются убихинону KoQ. В тканях человека присутствует KoQ10, имеющий боковую цепь из 10 изопреновых еди​ниц. KoQ может передвигаться в липидной фазе мембраны и передавать1е~ или 2е~ на цепи цитохромов. До KoQ был двухэлектронный перенос; после KoQ - одноэлектронный.

Каждая молекула восстановленного KoQ передает электрон на цепь цитохромов. (Следовательно, далее должны участвовать по две цепи цитохромов.) Цитохромы располагаются в соответствии с их редокс -потенциалом.   Это гемсодержащие ферменты.  В качестве простетической группы содержат гем и гемоподобные структуры. Гемопроизводные протопорфирина IX — гем гемоглобина и гем цитохрома b — аналогичны по строению.

Цитохромы различаются:
1)  по радикалам  в  порфириновом  кольце; 

2) по строению апофермента;

3) по типу связи простетической группы с апоферментом.

В цитохроме b атом железа пятой и шестой координационными связями присоединен к азоту имидазольных колец гистидина апофермента. В цитохроме с пятая связь соединена с гистидином, а шестая с метионином апофермента. При переносе электро​на валентность атома железа меняется: от Fe3+ до  Fe2+. К шестой коор​динационной связи железа цитохрома а могут присоединиться HCN, H:S, CO. При этом валентность железа (Fe3+) становится постоян​ной и поток электронов прекращается. Это механизм действия ингибиторов дыхательной цепи.

Комплекс цитохромов а+а3 называют цитохромоксидазой. В цитохроме а3 имеются атомы меди. Электроны принимаются субъединицами цитохрома а и пере​даются цитохрому a3 который передает их на кислород. Этот пере​нос сопровождается сменой валентности меди от Си2+ на Си1+. Атом кислорода заряжается отрицательно и приобретает способность вза​имодействовать с протонами и образовывать Н2О.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Назовите основные пять комплексов дыхательной цепи.

2. Какие комплексы встроены в мембрану митохондрий?

3. Какие комплексы находятся в межмембранном пространстве?

4. Какие особенности строения первого комплекса?

5. Как работает дыхательная цепь?

6. Какие типы окисления субстратов выделяют?

7. Какие субстраты относятся к первому типу?

8. Что такое полная дыхательная цепь?

9. Что такое укороченная дыхательная цепь? 

10. Типы переноса электронов. 

11. Что такое цитохромы?

3.4 Окислительное фосфорилирование

3.4.1. Понятие окислительного фосфорилирования

 Синтез АТФ из АДФ и неорганического фосфата, сопряженный с перено​сом протонов и электронов по дыха​тельной цепи от субстратов к кислороду, называется окислительным фосфорилированием.

Энергия окисления, достаточная для образования молекулы АТФ, выделяется в дыхательных цепях на следующих уча​стках: 

1) НАДН - дегидрогеназа;

2) убихинон: цитохром с - оксидоредуктаза; 

3) цитохром с - оксидаза. 

Энергии достаточно для образования макроэргической связи АТФ (30,2 кДж/моль). Уменьшение свободной энергии, сопро​вождающее перенос протонов и элект​ронов на кислород в результате одного дегидрирования, составляет примерно 220 кДж/моль. При этом на синтез АТФ в полной дыхательной цепи может быть израсходовано 30,2 x 3 = 90,6 кДж/ моль. Отсюда КПД ЦПЭ около 40 %. Остальная энергия рассеивается в виде тепла (поддержание температуры тела).

Известны три основных гипотезы окислительного фосфорилирования.
Механохимическая, или конформационная (Грин, Бойер, 60-е гг. XX в.). В процессе переноса протонов и электронов изменяется конформация белков - ферментов. Они переходят в новое богатое энергией состояние, а затем при возвращении в исходную конформацию отдают энергию для синтеза АТФ. Гипотеза частично под​тверждена: Е окисл.→ Е конформ. сдви​гов → ЕАТФ. 

Гипотеза химического сопряжения (Липман, Слейтер, Ленинджер, 30 - 40-е гг. XX в.). В сопряжении дыхания и фосфорилирования участвуют сопряга​ющие вещества, например, вещество X.Вещество «X» акцептирует протоны и электроны от первого фермента в пунк​те сопряжения, и взаимодействует сН3РО4. В момент отдачи протонов и электронов второму ферменту пункта сопряжения связь становится макроэргической. Далее макроэрг передаётся на АДФ с образованием АТФ.

Хемиосмотическая гипотеза П. Митчела (1961). Питер Мит​челл предположил, что синтез АТФ со​пряжен с протонным градиентом поперек внутренней мембраны митохондрий. При этом, перенос электронов вдоль компонентов дыха​тельных цепей внутренней мембраны митохондрий обеспечивает перенос про​тонов через (поперек) внутреннюю мембрану митохондрий на ее цитозольную сторону. В результате на внутрен​ней мембране митохондрий формируется электрохимический градиент.

По современным представлениям дыхание и фосфорилирование связаны между собой электрохимическим потенциалом (ЭХП) на внутренней мембране митохондрий. 

Для объяснения необходимы следующие понятия: 

а) внутренняя мембрана митохондрий непроницаема для Н+ и ОН─; 

б) во внутреннюю мембрану митохондрий вмонтирована АТФ -синтаза (комплекс V), катализирующая обратимую реакцию:
АТФ + Н2О ↔ АДФ + Р; 

в) синтез АТФ осуществляется при перемещении протонов через АТФ -синтазу в направлении от ММП (межмембранное пространство) к матриксу.

Суть окислительного фосфорилирова​ния: за счет энергии переноса электро​нов в ЦПЭ (Е окисления), происходит дви​жение протонов через мембрану в межмембранное пространство митохондрий  и создается электрохимический потенциал (Еэхп). При возвращении протонов назад через АТФ - синтазу энергия электрохимического потенциала (ЭХП) трансформируется в энергию связи: АТФ  - остаток фосфорной кислоты.
Комплексы дыхательной цепи: НАДН - дегидрогеназа, убихинон: цитохром с - оксидоредуктаза и цитохром с  - оксидаза выталкивают протоны в межмембранное пространство. Протоны берутся из Н2О матрикса или за счет конформационных изменений в ферментах. Со стороны матрикса на мембране будет преобладать отрицательный заряд (избыток ОН─), а со стороны ММП положительный (за счет Н+). В результате возникает ЭХП, который состоит из двух компонентов:

- химического (разности концентраций ионов Н+); 

- электрического (разности электрических потенциа​лов Δ µН+ = Δφ + Δ рН).  Эта величина измерена, она равна - 0,14 В. 

При обратном токе протонов через канал АТФ - синтазы (разрядка мембраны) синтезируется АТФ.

3.4.2 Структура АТФ – синтазы

АТФ - синтаза состоит из следующих компонентов:

- Fo (oligomycin - sensitive) - гидрофобный сегмент из 13 полипептидных цепей, связанный с внутренней мембраной митохондрий; 

- Fo - это протонный канал, по которому в норме через мембрану могут перемещаться только протоны;

- F1 (сопрягающий фактор, который был определен как необходимый для окислительного фосфорилирования) - периферический мембранный белок, катализирующий синтез АТФ при перемещении протонов. 

Митохондриальный F1, компонент состоит из 9 субъединиц пяти типов: a, β, γ.  β субъединицы имеют один каталитический сайт для синтеза АТФ. Головка каталитического F1, компонента представляет собой сферу высотой 8 нм и шириной 10 нм, состоящей из a и β - субъединиц, расположенных подобно долькам апельсина (рисунок 3.1). Полипептиды, которые образуют стебель F1, расположены асимметрично: один домен γ - субъединицы образует центральный ствол, который проходит через F1; второй домен γ -субъединицы связан с од​ной из трех β - субъединиц, которая обозначается β - «пустая».
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Рисунок 3.1 – Структура фермента АТФ - синтазы
Хотя аминокислотная последовательность трех β - субъединиц идентична, они отличаются по конформации и поэтому γ - субъединица может связываться только с одной из β - субъединиц. Конформации β - субъединиц обозначаются, как β - АТФ, β - АДФ и β - «пустая», показывая, ка​кие нуклеотиды с ними связаны в данный момент. Это важно для механизма действия комплекса.
Fo компонент образует протонный канал и состоит из субъединиц трех типов: a, b и с. С - субъединица представляет собой небольшой гидрофобный полипептид, состоящий из двух трансмембранных спиралей, локализо​ванных почти полностью в мембране с неболь​шой петлей, выступающей из матриксной сто​роны мембраны.

3.4.3 Механизм синтеза АТФ

Механизм синтеза АТФ был предложен Р. Воуег и включает 3 стадии, в результате которых происходит изменение конформации β субъединицы: 

1) β субъединица находится в β - АДФ конформации и связана АДФ и неорганическим фосфатом;

2) субъединица изменяет конформацию, которая обеспечивает β -АТФ форму, которая прочно связывает и стабилизирует АТФ;
3) субъединица изменяет конформацию на β - «пустая», которая имеет низкое сродство к АТФ и вновь синтезированная молекула освобождается с поверхности фермента.
Следующий цикл начинается, когда β субъединица снова переходит в конформацию β - АДФ и связывает АДФ и неорганический фосфат.
Конформационные изменения происходят при движении протонов через Fo компонент АТФ синтазы. Движение протонов через Fo канал вызывает поворот центрального ствола γ - субъединицы.
Таким образом, полный поворот γ - субъединицы вызывает прохождение каждой β - субъединицы через все возмож​ные конформационные состояния и за один поворот головки синтезируются 3 молекулы АТФ.

3.4.4 Количественная оценка окислительного фосфорилирования

Для количественного выражения окислительного фосфорилирования введён коэффициент, который представляет собой отношение числа молекул неорганичес​кого фосфата, перешедших в состав АТФ в процессе дыхания, на каждый поглощенный атом кислорода.
Возникает вопрос, какое количество протонов необходимо для синтеза 1 мо​лекулы АТФ? Для синтеза 1 молекулы АТФ необходимо 4Н+, один из которых ис​пользуется для транспорта Рн, АТФ и АДФ через митохондриальную мембрану. Следовательно, коэффициент Р/О равен 2,5 (10/4).

3.4.5 Дыхательный контроль
Дыхательный контроль - это регуляция скорости переноса электронов по дыхательной цепи отношением АТФ/АДФ. Чем меньше это отношение (преобладает АДФ), тем интенсивнее идёт дыхание (что обеспечивает реакцию АДФ + Рн. → АТФ).

Разобщение дыхания и окислительного фосфорилирования возникает при повышении проницае​мости мембраны митохондрий для про​тонов в любом месте, а не только в ка​нале АТФ - синтазы. При этом не создается электрохимический потенци​ал, и энергия окисления рассеивается в виде тепла. Так действуют ионофоры (2,4 - динитрофенол, валиномицин и др.). Они переносят обратно протоны через мембрану, выравнивая градиенты рН и мембранного потенциала. Лекарственные препараты (аминобарбитал), продукты жизнедеятельности микроорганизмов, избыток тироидных гормонов (вызывают накопление ненасыщенных жирных кислот, являющихся ионофорами) и др. приводят к разобщению дыхания и фосфорилирования, обеспе​чивая гипертермию.
На разобщении дыхания и фосфорилирования базируется терморегуляторная функция тканевого дыхания. Тканевое дыхание, протекающее в митохондриях и не сопровождающееся образованием макроэргов, называют свободным или нефосфорилирующим окислением.
Природным разобщающим агентом является термогенин, протонный канал в митохондриях бурых жировых клеток. Бурый жир обнаружен у новорожденных и животных, впадающих в зимнюю спячку, и служит для теплообразования. При охлаждении организма норадреналин ак​тивирует гормонзависимую липазу. Благодаря активному липолизу в организме образуется большое ко​личество свободных жирных кис​лот, которые распадаются в ре​зультате р-окисления и в дыхательной цепи. Так как жирные кислоты одновременно открывают протонный канал термогенина, их распад не зависит от наличия АДФ, т. е. протекает с максимальной ско​ростью и генерирует энергию в форме тепла.

3.4.6 Свободно - радикальное окисление. Антиоксидантная защита

Сдерживание процессов свободно-ради​кального окисления осуществляется с помощью неферментативных и фермен​тативных механизмов.

1. Неферментативная защита включает: комплексны, связывающие металлы (этилендиаминотетрауксусная кислота); в водной фазе - витамин С, ураты; в липидной фазе – Вит А, Е, тироксин, стероиды.
2. Ферментативная защита включает ферменты: супероксид - дисмутазу, каталазу, пероксидазу (чаще глутатионпероксидазу). 

В продукты питания добавляют антиоксидантные добавки: β-каротин, ά-токоферол, бутиловый гидроксианизол. Для профилактики радиационных пора​жений используют комплексы витами​нов А, Е, С и β - каротин, Е, С. 
Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Определение окислительного фосфорилирования. 

2. Какой механизм окислительного фосфорилирования?

3. Расскажите три гипотезы осуществления механизма окислительного фосфорилирования.
4. Структура АТФ-синтазы.

5. Механизм синтеза АТФ.

6. Количественная оценка окислительного фосфорилирования. 

7. Дыхательный контроль и нарушение клеточного дыхания. 

8. Ингибиторы дыхания. 

9. Разобщение дыхания и окислительного фосфорилирования. 

10. Какие выделяют гипоэнергетические состояния?
11. Что такое свободнорадикальное окислени? 

12. Что такое антиоксидантная защита клеток? 

13. Что такое окислительный и восстановительный стресс?

14. Какие ферменты входят в систему антиоксидантной защиты?
3.5 Цикл трикарбоновых кислот

3.5.1 История открытия цикла трикарбоновых кислот

Немецко - английский биохимик Ханс Адольф Кребс родился в Хильдесхайме (Германия), в семье оториноларинголога Георга Кребса и Алмы Кребс (Давид-сон). Начальное образование он получил в Андреанум-гимназии в Хильдесхайме. В 1937 г., изучая промежуточные стадии обмена углеводов, Кребс сделал второе важнейшее открытие в биохимии. Он описал цикл лимонной кислоты, или цикл трикарбоновых кислот, который в настоящее время называется циклом Кребса. Этот цикл представляет собой общий конечный путь распада углеводов, белков и жиров до углекислого газа и воды и является главным источником энергии для большинства живых организмов. 

В 1953 г. Кребсу была присуждена Нобелевская премия по физиологии и медицине «за открытие цикла лимонной кислоты». Кребс разделил эту премию с Фрицем Липманом. В поздравительной речи исследователь из Каролинского института Эрик Хаммарстен сказал: «Цикл Кребса объясняет два одновременно происходящих процесса: реакции распада, при которых высвобождается энергия, и синтетические процессы, при которых эта энергия расходуется».  На рисунке 3.2 представлен данный цикл в общем виде.

Полное «сгорание» как жирных кислот, так и углеводов требует окисления до СО2 и воды ацетильного остатка, связанного с коферментом А. Сгорание происходит в системе реакций, называемых циклом трикарбоновых кислот или цикле Кребса.  
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Рисунок 3.2 -  Цикл трикарбоновых кислот

3.5.2 Стадии цикла трикарбоновых кислот

Ферменты ЦТК локализованы в матриксе митохондрий. Эта система реакций начинается с присоединения ацетильного остатка ацетилкофермента А к оксалоацетату (соль щавелевоуксусной или кетоянтарной кислот) с образованием соли трикарбоновой лимонной кислоты - цитрата. Далее цитрат претерпевает ряд последовательных превращений, сопровождающихся двумя актами декарбоксилирования, т. е. выделения СО2, и в конечном итоге приводящих к регенерации оксалоацетата. 

Рассмотрим каждую стадию цикла трикарбоновых кислот.

1. Начинается цикл с присоединения ацетил-КоА к оксалоацетату и образования лимонной кислоты (цитрата). Затем лимонная кислота (шестиуглеродное соединение) путем ряда дегидрирований (отнятие водорода) и двух декарбоксилирований (отщепление СО2) теряет два углеродных атома и снова в цикле Кребса превращается в оксалоацетат (четырехуглеродное соединение), т.е. в результате полного оборота цикла одна молекула ацетил-КоА сгорает до СО2 и Н2О, а молекула оксалоацетата регенерируется. Первая реакция катализируется ферментом цитрат – синтазой (рисунок 3.3):
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Рисунок 3.3 -  Первая реакция цикла трикарбоновых кислот
2. В результате второй реакции образовавшаяся лимонная кислота подвергается дегидратированию с образованием цис - аконитовой кислоты, которая, присоединяя молекулу воды, переходит в изолимонную кислоту (изоцитрат). Катализирует эти обратимые реакции гидратации – дегидратации фермент аконитатгидратаза (аконитаза). В результате происходит взаимоперемещение Н и ОН в молекуле цитрата(рисунок 3.4):
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Рисунок 3.4 -  Вторая реакция цикла трикарбоновых кислот
3. Третья реакция. Изолимонная кислота дегидрируется в присутствии НАД - зависимой изоцитратдегидрогеназы. В ходе изоцитрат - дегидрогеназной реакции изолимонная кислота одновременно декарбоксилируется (рисунок 3.5):
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Рисунок 3.5 -  Третья реакция цикла трикарбоновых кислот 

4. Во время четвертой реакции происходит окислительное декарбокси-лирование α-кетоглутаровой кислоты с образованием высокоэнергетического соединения сукцинил - КоА. В реакции принимают участие 5 коферментов: ТПФ, амид липоевой кислоты, HS - KoA, ФАД и НАД+ (рисунок 3.6):
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Рисунок 3.6 -  Четвертая реакция цикла трикарбоновых кислот
5. Пятая реакция катализируется ферментом сукцинил – КоА - синтета-зой. В ходе этой реакции сукцинил - КоА при участии ГТФ и неорганического фосфата превращается в янтарную кислоту (сукцинат). Одновременно происходит образование высокоэргической фосфатной связи ГТФ за счет высокоэргической тиоэфирной связи сукцинил – КоА (рисунок 3.7):
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Рисунок 3.7 -  Пятая реакция цикла трикарбоновых кислот
6. В результате шестой реакции сукцинат дегидрируется в фумаровую кислоту. Окисление сукцината катализируется сукцинатдегидрогеназой, в молекуле которой с белком прочно (ковалентно) связан кофермент ФАД (рисунок 3.8):
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Рисунок 3.8 - Шестая реакция цикла трикарбоновых кислот 

7. Седьмая реакция осуществляется под влиянием фермента фума-ратгидратазы (фумаразы). Образовавшаяся при этом фумаровая кислота гидратируется, продуктом реакции является яблочная кислота (малат) (рисунок 3.9):
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Рисунок 3.9 - Седьмая реакция цикла трикарбоновых кислот
8. В ходе восьмой реакции цикла трикарбоновых кислот под влиянием митохондриальной НАД - зависимой малатдегидрогеназы происходит окисление L-малата в оксалоацетат (рисунок 3.10):
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Рисунок 3.10 -  Восьмая реакция цикла трикарбоновых кислот
Как видно, за один оборот цикла, состоящего из восьми ферментативных реакций, происходит полное окисление («сгорание») одной молекулы ацетил - КоА. Для непрерывной работы цикла необходимо постоянное поступление в систему ацетил - КоА, а коферменты (НАД+ и ФАД), перешедшие в восстановленное состояние, должны снова и снова окисляться. Это окисление осуществляется в системе переносчиков электронов в дыхательной цепи (в цепи дыхательных ферментов), локализованной в мембране митохондрий.

3.5.3 Итог цикла Кребса

Как отмечалось, одна молекула НАДН (3 молекулы АТФ) образуется при окислительном декарбоксилировании пирувата в ацетил - КоА. 

При расщеплении одной молекулы глюкозы образуется 2 молекулы пирувата, а при окислении их до 2 молекул ацетил - КоА и последующих 2 оборотов цикла трикарбоновых кислот синтезируется 30 молекул АТФ (следовательно, окисление молекулы пирувата до СО2 и Н2О дает 15 молекул АТФ). 

К этому количеству надо добавить 2 молекулы АТФ, образующиеся при аэробном гликолизе, и 6 молекул АТФ, синтезирующихся за счет окисления 2 молекул внемитохондриального НАДН, которые образуются при окислении 2 молекул глицеральдегид-3-фосфата в дегидрогеназной реакции гликолиза. 

Следовательно, при расщеплении в тканях одной молекулы глюкозы по уравнению С6Н12О6 + 6О2 —> 6СО2 + 6Н2О синтезируется 38 молекул АТФ. 

Несомненно, что в энергетическом отношении полное расщепление глюкозы является более эффективным процессом, чем анаэробный гликолиз.

Необходимо отметить, что образовавшиеся в процессе превращения глицеральдегид – 3 - фосфата 2 молекулы НАДН в дальнейшем при окислении могут давать не 6 молекул АТФ, а только четыре. Дело в том, что сами молекулы внемитохондриального НАДН не способны проникать через мембрану внутрь митохондрий. 

При стационарном функционировании цикла трикарбоновых кислот никакие главные компоненты цикла не расходуются. Однако некоторые из них необходимы для осуществления биосинтетических процессов, например, для синтеза некоторых аминокислот и нуклеотидов.

Однако отдаваемые ими электроны могут включаться в митохондриальную цепь биологического окисления с помощью так называемого глицерофосфатного челночного механизма.

Контрольные вопросы по изучаемой теме

1. Какова история открытия цикла трикарбоновых кислот?
2. Какая последовательность реакций цикла трикарбоновых кислот?

3. Дайте характеристику каждой из восьми стадий цикла Кребса.

4. Биологическое значение цикла трикарбоновых кислот.

5. Регуляция цикла трикарбоновых кислот.

6. Что такое челночный механизм работы ферментов?

7. Сколько образуется молекул АТФ при расщеплении 1 молекулы глюкозы?

8. Как восстанавливаются кофакторы ферментов цикла Кребса?

4 Лабораторный практикум

4.1 Проведение реакций осаждения белков с оценкой их первичного и вторичного состава с помощью цветных реакций

Реакции осаждения белков используют при разделении белковых фракций в процессе выделения и очистки белков, для по​лучения безбелковых растворов (например, при выделении ДНК из животных тканей), для экспресс - обнаруже​ния белка в биологических жидкостях (например, в моче).

Изменение зарядов белковых молекул и/или снятие гидратной обо​лочки приводит к агрегации белковых молекул и выпадению их в осадок – денатурации белка. При нагревании молекулы белков денатурируют, т.е. теряют свою нативную структуру, разворачиваются, но остаются во взвешенном состоя​нии, что проявляется в помутнении разбавленного белкового раствора.
Цель работы
Провести реакции осаждения растворов белков различными методами. 

Оценить с помощью цветных реакций до начала и после окончания реакций осаждения качественный состав растворов белков.

Принцип метода
Для осаждения белка нужно лишить его стабилизирующих фак​торов: снять заряд, удалить гидратную оболочку или разрушить тре​тичную структуру (вызвать денатурацию), используя различные хи​мические реагенты или нагревание.

Методические указания к выполнению лабораторной работы
1.  Нагревание вызывает денатурацию белка, сопровождающуюся помутнением раствора.
2.  Минеральные и органические кислоты вызывают дегидратацию и перезарядку части белковых молекул, сопровождающуюся их дена​турацией.
3. Соли тяжелых металлов вызывают денатурацию белка, что обусловлено адсорбцией ионов металлов на поверхности белковой молекулы и образованием нерастворимого комплекса.
4. Органические растворители снимают гидратную оболочку и понижают устойчивость белка в растворе, но осадок выпадает только в нейтральных и слабокислых растворах. Длительное действие органического растворителя вызывает денатурацию белка. 
5. Интенсивность окраски в цветных реакциях пропорциональна количеству реагирующих функциональных групп. Поэтому цветные реакции могут быть использованы для качественного и количествен​ного определения белков, для определения присутствующих в них аминокислот или для анализа состава белков:
- с помощью биуретовой реакции определяют наличие пептидных групп в олигопептидах и в белках (универсальная реакция для любых белков);
- с помощью нингидриновой реакции определяют наличие а-аминогрупп в свободных аминокислотах, олигопептидах и белках (универсальная реакция для любых белков);

- с помощью ксантопротеиновой реакции определяют наличие в белках ароматических аминокислот;

- с  помощью реакции Фоля определяют наличие в составе белков серосодержащей аминокислоты - цистеина.
Ход работы
1. Приготовление растворов белков.

Раствор I: белок одного куриного яйца разводят в 300 мл дистиллированной воды и фильтруют; для приготовления раствора II используют 1%-ный раствор желатины. Раствор I содержит овальбумин (яичный белок), а раствор II - же​латин (овальбумин содержит все 20 аминокислот, а желатина только 17).

2. Провести цветные реакции с каждым раствором белка и результаты занести в таблицу 4.1.

Таблица 4.1 -  Цветные реакции

	Реакция
	Номер про –бирки
	Ход работы
	Окраска до осаждения
	Окраска после осаждения растворов

	Биурето-вая
	1
	Раствор 1- 5 капель, 10 %   раствор NаОН - 5 капель, 1 %  раствор СиSО4 - 1 капля
	
	

	
	2
	Раствор II - 5 капель, 10 % раствор NаОН - 5 капель, 1 % - раствор СиSО4  - 1 капля
	
	

	Нингид-риновая
	1
	Раствор I - 5 капель, 1% раствор нингидрина в ацетоне  - 2 капли; нагревают
	
	

	
	2
	Раствор II - 5 капель, 1 %  раствор нингидрина в ацетоне - 2 капли; нагревают
	
	

	Ксанто-протеи-новая
	1
	Раствор 1 - 5 капель, НNО3 (конц.) - 3 капли; осторожно нагревают
	
	

	
	2
	Раствор II - 5 капель, НNО3 (конц.) - 3 капли; осторожно нагревают
	
	

	Фоля
	1
	Раствор 1 - 5 капель, 30 %  раствор NaОН - 5 капель, 5 % раствор (СН3СОО)2Рb  - 1 капля; нагревают до кипения
	
	

	
	2
	Раствор 1 - 5 капель, 30 % раствор NaОН - 5 капель, 5 % раствор (СН3СОО)2Рb  - 1 капля; нагревают до кипения
	
	


3. Провести осаждение белка различными методами и результаты занести в таблицу (таблица 4.2):

Таблица 4.2  - Реакции осаждения белка

	Реакция осаждения белка
	Ход работы
	Наблю​дения
	Чем обус​ловлена реакция

	Нагреванием
	В пробирку вносят 10 капель рас​твора яичного белка, нагревают до появления осадка
	
	

	Органическими кислотами – (трихлоруксусная кислота (ТХУ))
	В пробирку вносят 10 капель раствора белка, добавляют 5 капель 10 % раствора ТХУ, перемешивают
	
	

	Солями тяжелых металлов (СиSО4)
	В пробирку вносят 5 капель раствора белка, прибавляют 1 каплю 7 % раствора СиSО4, перемешивают
	
	


4. Провести цветные реакции с растворами белка после осаждения.

5.  Сформулируйте выводы.
Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Где на практике используются реакции осаждения белков?

2. Что происходит со структурой белка при его осаждении?

3. Расскажите механизм биуретовой реакции.

4. Расскажите механизм ксантопротеиновой реакции.

5. Расскажите механизм реакции Фоля.

6. Расскажите механизм нингидриновой реакции.

7. Будет ли давать яичный альбумин положительные биуретовую, нингидриновую реакции после осаждения тяжелыми металлами? Объясните почему.

8. Будет ли положительной реакция Фоля у яичного альбумина после осаждения тяжелыми металлами и почему? 

4.2 Количественное определение белка биуретовым методом  
Определение концентрации белка проводят при изучении, выделении и очистке белков; в промышленности в процессе получения ферментов, пищевых белков, белковых лекарс​твенных препаратов.
Существует много различных методов количественного определения белков. Среди них широкое распространение получили колоримет​рические методы, основанные на способности белков давать окра​шенные комплексы с рядом реактивов (цветные реакции). Среди этих методов наиболее распространены биуретовый метод и его мо​дификация (метод Лоури).
Цель работы
Освоить работу фотоэлектроколориметра (ФЭК). Научиться стро​ить стандартные калибровочные кривые. Определить содержание белка в пробе с неизвестной концентрацией.

Принцип метода
Биуретовый метод основан на образовании окрашенного в фиоле​товый цвет комплексного соединения азота, входящего в состав пеп​тидных связей белка, с ионами двухвалентной меди в щелочной среде (биуретовая реакция). Интенсивность развивающейся окраски рас​твора прямо пропорциональна концентрации белка и определяется фотометрически. Для количественного определения белка измеряют интенсивность окраски стандартных растворов белка с известной концентрацией (величину оптической плотности Д.т). По получен​ным данным строят график зависимости оптической плотности ок​рашенных растворов от концентрации в них белка (стандартную ка​либровочную кривую). На оси ординат всегда откладывают величину О как функцию от задаваемых значений.
Измеряют оптическую плотность Вх окрашенного раствора с неиз​вестной концентрацией белка и по стандартной кривой определяют в нем концентрацию белка. В качестве стандартного раствора белка обычно используют раствор сывороточного альбумина.

Ход работы

1. Приготовьте биуретовый реактив из исходного концентрата (медь сернокислая - 120 ммоль/л, калий йодистый - 300 ммоль/л, калий - натрий виннокис​лый - 320 ммоль/л, гидроксид натрия - 3 моль/л) и разведите его перед работой непосредственно перед работой в соотношении 1:19.

2. Приготовьте растворы трех концентраций:

- 0 мг/мл;
- 20 мг/мл;

- 30 мг/мл.

3. В три пробирки внесите растворы в соответствии с таблицей 4.3, перемешайте и инкубируйте в течение 30 мин при комнатной температуре.
Таблица 4.3 – Этапы количественного определения белка

	Реактивы и этапы
	Конт​роль
	Стандартный раствор белка
	Раствор неизве​стного белка, мг/мл

	
	
	0 мг/мл
	20 мг/мл
	30 мг/мл
	

	Раствор  яичного альбумина, мл
	-
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Н2О, мл
	0,2
	-
	-
	-
	-

	Биуретовый реактив, мл
	5
	5
	5
	5
	5


4. Проведите фотоэлектроколориметрию против Н2О при длине волны = 545 нм и толщине кюветы 1 см и определите величину оптической плотности Д.т для каждого раствора.

5. Постройте калибровочную кривую зависимости оптической плотности ок​рашенных растворов от концентрации в них белка. На оси ординат всегда откладывают величину О как функцию от задаваемых значений.
6. Измерьте оптическую плотность раствора с неиз​вестной концентрацией белка и по стандартной кривой и определите в нем концентрацию белка.
Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Где на практике используют количественное определение белка?

2. Как приготовить биуретовый реактив.

3. На каких цветных реакциях основано количественное определение белка и почему?

5. Как строить калибровочную кривую?

4.3 Диализ солевого раствора белка 
Диализом называют процесс разделения высокомолекулярных ве​ществ (например, белков) и низкомолекулярных (например, солей) с помощью полупроницаемых мембран.
Полупроницаемыми называют мембраны, диаметр пор которых позволяет проходить только низкомолекулярным соединениям. При​мером естественных полупроницаемых мембран могут быть капсулы Боумена—Шумлянского в почках. Широко используют искусствен​ные полупроницаемые мембраны целлофан и коллодий, на основе которых созданы диализаторы, в том числе «искусственная почка».
Метод диализа используют в научных лабораториях, промышлен​ности, клинической практике.
Цель работы
Доказать, что низкомолекулярное соединение КаС1 проходит че​рез полупроницаемую мембрану, а высокомолекулярный белок не проходит и остается в диализируемом растворе.
Принцип метода
Метод основан на том, что низкомолекулярные вещества легко диффундируют через полупроницаемые мембраны в чистый раство​ритель, образуя диализат. Диффузия будет продолжаться, пока не произойдет выравнивание концентраций диффундируемого вещес​тва между диализируемым раствором и диализатом. Процесс возоб​новится, если диализат заменить чистым растворителем или если эта смена будет происходить постоянно (проточный диализ).
Ход работы
1. Подготовка диализатора. Полупроницаемой мембраной могут быть диализные трубки или целлофановые диализные мешочки. Целло​фан (квадрат 10x10 см) смачивают дистиллированной водой, делают в нем углубление и получают диализный мешочек.
2. Приготовление диализируемого раствора. В диализный мешочек по​мещают 20 капель яичного белка, разведенного в 5 % растворе КаС1 (белок одного яйца разводят в 300 мл 5 % раствора КаС1), и перемешивают. Края целлофана зажимают между двумя стеклянны​ми палочками, скрепленными между собой резиновыми кольцами.
3. Диализ. Мешочек с солевым раствором белка помещают в стакан с дистиллированной водой так, чтобы часть мешочка с раствором бел​ка была полностью погружена в воду. Сразу же на просвет можно за​метить струйки солевого раствора, опускающиеся из мешочка на дно стакана, что обусловлено изменением рефракции воды.

4. Анализ результатов диализа. Через 60 мин после начала диализа проводят качественные пробы на белок (биуретовую реакцию) и на ионы хлора (с АgNО3) в соответствии с таблицей 4.4.

Таблица 4.4 – Порядок выполнения исследования 

	Реактив
	Проба на белок
	Проба на ионы Сl в диализате

	
	в диализате
	в диализируемом растворе

	

	Диализат
	10 капель
	-
	10 капель

	Диализируемый раствор
	-
	10 капель
	-

	10 % раствор NaОН
	5 капель
	5 капель
	-

	Продолжение таблицы 4.4 

	1 % раствор СиSО4
	1 капля
	1 капля
	-

	10 % - ный раствор НNО3
	-
	-
	1 капля

	1 % раствор АgNО3
	-
	-
	1 капля

	Наблюдения
	
	
	


5. Сформулируйте выводы.
Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Где происходит диализ белка в организме человека?

2. Что может служить в качестве диализатора. 

3. Что такое полупроницаемые мембраны?

4. Как готовить диализируемые растворы?

5. Какие реакции подтверждают эффективность диализа и почему?
6. Что такое проточный диализ?

4.5 Бумажная хроматография аминокислот
Хроматографический метод, разработанный русским ученым М.С. Цветом, является одним из относительно простых и быстрых методов разделения смеси веществ.
Существует несколько разновидностей метода в зависимости от принципа разделения смеси на составляющие компоненты (адсорб​ционная, ионообменная, аффинная хроматография).
Примером адсорбционной хроматографии является распредели​тельная хроматография на бумаге, которая оказалась наиболее удоб​ной для разделения аминокислот, отличающихся гидрофобностью радикалов, а также для идентификации неизвестных аминокислот путем сравнения их подвижности с подвижностью известных амино​кислот («свидетелей»).
Цель работы
Провести разделение смеси двух неизвестных аминокислот, считать для каждой из них коэффициент распределения (Кr) и идентифицировать аминокислоты по сравнению с Кr стандартных аминокислот (глутаминовой кислоты и лейцина).
Принцип метода 

Метод основан на различной растворимости отдельных амино​кислот в двух частично смешивающихся жидкостях: в воде, которая удерживается фильтровальной бумагой и является неподвижной фа​зой растворителя, и в подвижной фазе органического растворителя (бутанол: уксусная кислота: вода в соотношении: 5:1:4).
По мере продвижения растворителя по бумаге происходит много​кратное перераспределение аминокислот между подвижной и непод​вижной фазами растворителя. Чем больше гидрофобность амино​кислоты, тем быстрее она будет продвигаться по бумаге и наоборот. В соответствии с этим расстояния, которые аминокислоты пройдут с подвижной фазой растворителя по бумаге, будут различными.
Скорость передвижения каждой аминокислоты может быть выра​жена коэффициентом распределения (Кr). Коэффициентом распре​деления называют отношение расстояний (в мм) от места нанесения аминокислоты (старта) до середины ее пятна (величина а) к рассто​янию от места старта до границы фронта растворителя (величина b). Чем выше гидрофобность аминокислотного радикала, тем ближе к единице будет величина Kr.
Коэффициент распределения для каждой аминокислоты постоя​нен при стандартных условиях проведения опыта (тип бумаги, темпе​ратура, тип растворителя, влажность) и служит средством идентифи​кации аминокислот по сравнению с аминокислотами - «свидетелями».
Ход работы
1. Диск хроматографической бумаги диаметром 12 см размечают каранда​шом (рисунок 4.1).
2. В места, отмеченные точками, наносят по 2 мкл образцов стандар​тных растворов аминокислот (0,6 % раствор глутаминовой кислоты и 0,5 % раствор лейцина) и смесь неизвестных аминокислот. Высушива​ют бумажный диск с образцами на воздухе.
3. Разрезают хроматографический диск по линиям разреза, отгиба​ют по линии сгиба получившуюся ножку и укорачивают ее до длины 3 см.

4. Помещают диск в хроматографическую камеру (чашку Петри) так, чтобы ножка была погружена в органический растворитель.
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Точки нанесения растворов
аминокислот (находятся
на расстоянии 1 см от центра
хроматографического диска)
Линия отгиба ножки
Линии разреза для ножки
Рисунок 4.1 – Диск хроматографической бумаги

5. Когда фронт растворителя пройдет 5 - 6 см, извлекают хроматограмму из камеры и тщательно обводят карандашом образовавшийся фронт растворителя.

6. Высушивают диск в сушильном шкафу при температуре от 60 до 80 °С.
7. Погружают диск в 0,5% раствор нингидрина в ацетоне и вновь вы​сушивают до проявления пятен аминокислот.
8. Рассчитывают значе​ние Kr, для каждой аминокислоты, вклеивают полученную хроматограмму или зарисовывают ее.
9. Самостоятельное формулирование выводов

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Что такое хроматография?

2. Какие есть разновидности хроматографии?

3. К какому виду хроматографии относится распредели​тельная хроматография на бумаге?

4. Что такое коэффициент распределения аминокислоты?

6. Что такое аминокислоты - «свидетели»?

7. как приготовить хроматографический диск.

8. Что является «фронтом» растворителя?

9. На чем основана распределительная хроматография аминокислот?

10. Как проявляется хроматограмма?
4.6 Титрометрическое определение активности каталазы

Оборудование и реактивы: кипящая водяная баня; пипетки на 5, 10, 20 и 25 мл; цилиндры измерительные с носиком на 10 и 25 мл; колба мерная на 100 мл; колбы конические на 200 мл; ступка с пестиком фарфоровые; перманганат калия (0,1 н); серная кислота (10 %); карбонат натрия; пероксид водорода (0,1 н); свежий растительный материал (картофель или морковь). 

Ход работы

1)  2 г сырого картофеля (или моркови) растирают в ступке, постепенно добавляя 2-3 мл воды. Для уменьшения кислой реакции добавляют на кончике шпателя карбонат натрия до прекращения выделения пузырьков углекислого газа;

2) растертую массу количественно переносят в мерную колбу и доводят водой до объема 100 мл; 

3) смесь оставляют стоять в течение 30 минут, после чего ее фильтруют; 

4) далее определяют активность по схеме: 

- 2 опытных пробы и 2 контрольных, согласно таблице 4.5: 

Таблица 4.5 – Порядок работы

	Опыт
	Контроль

	20 мл вытяжки фермента
	20 мл вытяжки фермента

	 – 
	Нагревание 10 мин на кипящей водяной бане

	25 мл 0,1 н перекиси водорода
	25 мл 0,1 н перекиси водорода

	Инкубация 30 минут при комнатной температуре

	5 мл 10 % H2SO4
	5 мл 10 % H2SO4


Опыт и контроль титруют 0,1 н. раствором перманганата калия (до образования устойчивого в течение примерно 1 мин бледно-розового окрашивания). Отмечают количество раствора перманганата калия, пошедшего на титрование оставшегося (после ферментативного разложения) пероксида водорода в опытной колбе и на титрование всего пероксида водорода в контрольной. По разности между опытным и контрольным титрованием находят количество перманганата, эквивалентное количеству разложенного ферментом пероксида водорода. 

Расчет ведут в соответствии с уравнением реакции: 

5H2O2 + 2KMnO4 + 3H2SO4 → 2MnSO4 + K2SO4 + 5O2 + 8H2O,

согласно которому 1 мл 0,1 н раствора перманганата калия соответствует 1,7 мг пероксида водорода.

Пример расчета: из 1,25 г моркови приготовлена вытяжка каталазы объемом 100 мл: на титрование опытной пробы затрачено 15,5 мл, контрольной 30,2 мл 0,1 н раствора перманганата калия. Количество разложенного пероксида водорода в пробе эквивалентно (30,2 – 15,5) 14,7 мл 0,1 н. раствора перманганата калия и, следовательно, равно (14,7∙1,7) 24,99 мг. Значит, в 1 г сырой моркови содержится количество каталазы, способное разложить (24,99∙100/ 20∙1,25) = 99, 96 мг пероксида водорода, а за 1 мин – (99,96:30) 3,33 мг. Так как 1 мкмоль пероксида водорода составляет 0,034 мг, то в 1 г моркови присутствует (3,33:0,034) 100 Е каталазы.

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Рассчитайте содержание каталазы в исследуемом материале.

2. Напишите систематическое название данного фермента, его код по систематическому каталогу и опишите его биологическую роль.

4.7 Определение активности амилазы

Фермент амилаза (а - 1,4 Д – глюкан - глюканогидролаза, КФ 3.2.1.1) катализирует реакцию гид​ролиза а-1,4-гликозидных связей крахмала. Конеч​ными продуктами гидролиза крахмала являются маль​тоза и мальтотриоза. Основным источником амилазы у человека и живот​ных являются поджелудочная железа и слюнные желе​зы. Обе формы фермента идентичны по каталитическим свойствам и почти не различаются по электрофоретической под​вижности. Активность амилазы может возрастать в при​сутствии ионов хлора. Оптимум рН фермента приходит​ся на 6,5-7,5. Фермент содержит один ион кальция на молекулу белка. Поэтому в присутствии оксалата и цитрата наблюдается ингибирование активности ами​лазы, которая обусловлена связыванием ионов кальция этими соединениями.

Принцип метода

В основе предлагаемого метода используется реакция гидролитического расщепления нерастворимого цветно​го крахмального субстрата а-амилазой, протекающая с выделением свободного синего, растворимого в воде кра​сителя. Количество освобожденного красителя в едини​цу времени пропорционально активности фермента.

Оборудование: рН - метр, спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, центрифуга, магнитная мешалка, термостат.

Посуда: пипетки на 0,1 мл - 2 шт., на 1 мл - 2 шт., 2 мл - 2 шт.; колбы мерные на 50 мл — 2 шт.; стакан на 50 мл; воронка.

Реактивы: концентрированный буферный раствор (0,6 М фосфатный буферный раствор, рН 7, с 0,1 М NaCl); субстрат (цветной крахмал) - 0,6 г; 
осаждающий раствор (3 % раствор ТХУ с 1,85 М магнием сернокислым).

Приготовление рабочих растворов. Буферный раствор. В мерную колбу емкостью 50 мл вносят 5 мл концентри​рованного буферного раствора и разбавляют водой до мет​ки. Перед использованием проверяют рН буфера.

Суспензия субстрата. В стакан емкостью 50 мл вносят 10 мл разбавленного буферного раствора и при постоянном перемешивании на магнитной мешалке медленно добавля​ют 0,1 г субстрата (цветного крахмала). Продолжают пере​мешивать до возникновения гомогенной суспензии (15- 20 мин). Приготовленную таким образом суспензию можно хранить одну неделю при температуре от +1 до +4°С.

Ход работы

Определение активности α - амилазы про​водят следующим образом. В опытную и контрольную пробирки вносят по 1 мл суспензии субстрата. Пробирки прогревают в течение 5 мин при 37°С, затем добавляют в опытную пробирку 1,0 мл сыворотки крови (или супернатанта ткани, в которой определяется активность фер​мента), а в контрольную пробирку — 1,0 мл дистилли​рованной воды. Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют точно 15 мин при 37°С. После этого добав​ляют в обе пробирки по 2,0 мл осаждающего раствора, перемешивают при комнатной температуре 15 мин. Супернатант отделяют от образовавшегося осадка центри​фугированием 5-10 мин при 3000 об/мин, переносят в кювету шириной 0,5 см, затем измеряют поглощение (D) растворов из опытной пробирки по сравнению с раство​ром из контрольной пробирки при 590 нм.

Метод расчета. Активность α-амилазы (v) в пробе опре​деляют по следующей формуле:

v= D x 1083 (Е/л),                                               (4.1)

где v – активность амилазы,

      D - поглощение растворов.
Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. К какой группе ферментов относится амилаза, назовите ее порядковый номер по международной номенклатуре.

2. Какую реакцию катализирует данный фермент?

3. Что является субстратом. А что продуктом реакции?

4. На чем основано определение активности данного фермента?

5. Как рассчитать активность амилазы?

4.8 Определение активности пероксидазы
Принцип метода

 Пероксидаза является самым рас​пространенным ферментом растений и животных. По своему строению относится к гемсодержащим гликопротеинам. Пе​роксидаза - самый распространенный фермент биоген​ных тканей, катализирует реакции индивидуального и совместного окисления субстратов, является компонен​том антиоксидантных систем. Пероксидаза относится к группе двухкомпонентных ферментов, в составе которых гемин, представленный протопорфирином IX в комплексе с трехвалентным железом, и полипептидная цепь. Последняя включает от 203 до 308 аминокислот, и, в зависимости от природы изофермента, формирует компактную третичную структуру, представленную дву​мя доменами (большим и малым). Фермент имеет размер белковой глобулы, равный 50 А, содержащий около 43% а-спиральных участков.

Гемин нековалентно закреплен в углублении поли​пептидной цепи между доменами и удерживается там за счет гидрофобных связей и солевого мостика, образо​ванного между остатком пропионовой кислоты гемина с одной из аминогрупп апобелка. Гемин можно обратимо отделить от белка при кислых рН. 

К оксидазным субстратам фермента относится диоксифумаровая кислота и другие вещества, окисление которых сопровождается образованием продуктов свободнорадикального окисления. 

В реакциях пероксидазного окис​ления субстратами фермента могут быть неорганические и органические соедине​ния, окисляющиеся пе​рекисью водорода. В реакциях пероксидазного окисления на поверхности фермента проявляются два участка, где происходит связывание субстратов, с расположенным вблизи регуляторным участком. При этом гем пероксидазы ориентирован таким образом в структуре белковой глобулы, что его винильные группы обращены внутрь белковой части, а пропионовокислые остатки обращены наружу и за счет ионных связей с функциональными группами белка принимают участие в связывании, ори​ентации и фиксации гема с апобелком фермента. 

Углеводы, расположенные на поверхности белковой глобулы фермента, выполняют следующие функции: ори​ентируют фермент на поверхности мембраны; защищают белковую глобулу от разрушительного действия свобод​ных радикалов; повышают стабильность пероксидазы к действию высоких температур.

В реакциях индивидуального и совместного перо​ксидазного окисления субстратами пероксидазы могут быть антиоксиданты (аскорбиновая кислота, дигидрокверцетин, кверцетин, гидрохинон и др.). Малые кон​центрации антиоксидантов инициируют реакции перо​ксидазного окисления, тогда как их высокие концентра​ции понижают каталитическую активность пероксидазы, ингибируя активность фермента. В зависимости от при​роды антиоксиданта, в реакциях совместного окисле​ния субстратов наблюдаются эффекты активирования пероксидазы. При этом проявляется индивидуальный механизм действия фермента.

Для определения активности пероксидазы использу​ются неорганические и органические соединения, при окислении которых перекисью водорода образуются окрашенные продукты. В данной работе предлагается ис​пользовать в качестве субстратов пероксидазы о-дианизидин, продукт пероксидазного окисления которого имеет максимумы поглощения при 460 и 420 нм, с коэффициентами молярного поглощения 30 и 1 мМ - 1см -1 соответственно.

Оборудование: рН-метр, фотоэлектроколориметр или спектрофотометр, центрифуга.

Посуда: пипетки на 0,1 мл — 3 шт., на 0,2 мл — 1 шт.; на 5 мл — 1 шт.; колбы на 50 мл — 2 шт. и на 500 мл — 3 шт.; пробирка — 1 шт.

Реактивы:0,1 М натрий-фосфатный буфер; рН 7,0; 4,3 мМ 

О - дианизидин; 15,4 мМ перекись водорода; супернатант зерновок пшеницы.

Приготовление реактивов. Буферный раствор гото​вится из исходных 0,1 М растворов Na2HP04 и NaH2P04 путем их смешивания на рН-метре до рН 6,0.

Раствор о-дианизидина (1,05 мг/мл) готовят, раство​ряя 52,5 мг навески в 50 мл 96%-ного этанола. Веще​ство хорошо растворяется при нагревании. Раствор должен быть бесцветным или слегка розовым.

Раствор ферроцианида калия (9,2 мг/мл) готовят, растворяя 460 мг навески в 50 мл дистиллированной воды.

Перекись водорода — 15,4-15,8 мМ водный раствор готовят на спектрофотометре с поглощением 1,12- 1,15 усл. ед. при длине волны 230 нм (е = 72,7 М 1см - 1).

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. К какой группе ферментов относится пероксидаза, назовите ее порядковый номер по международной номенклатуре.

2. Какую структуру имеет данный фермент?

3. Что является субстратами?

4. На чем основано определение активности пероксидазы?

5. Как рассчитать активность пероксидазы?

4.9 Влияние рН среды на активность пероксидазы

Принцип метода

Ряд факторов среды (рН и темпера​тура), а также присутствие активаторов и ингибиторов могут оказывать влияние на активность ферментов. 

По данным ЯМР спектроскопии пятым аксиальным лигандом железа яв​ляется имидазольная группа гистидинового остатка (Гис42) апобелка. Протонирование и депротонирование имидазола гистидина (рК~6,0), входящего в состав ак​тивного центра фермента, оказывает влияние на ката​литические свойства фермента при различных рН. Оп​тимум активности фермента приходится на кислые рН и зависит от природы субстрата.

Оборудование: рН-метр, фотоэлектроколориметр, центрифуга.

Посуда: пипетки на 0,1 мл — 2 шт., на 0,2 мл — 1 шт., на 5 мл — 1 шт., на 10 мл — 1 шт.; колбы на 100 мл — 6 шт. и на 500 мл — 5 шт.; пробирки — 6 шт.

Реактивы: 0,1 М натрий-ацетатный буфер (рН 4,0 5,0 6,0) и 0,1 М натрий-фосфатный буфер (рН 6,0, 7,0 8,0); 1 М водный раствор НС1; 4,3 мМ водно-спиртовой ра​створ о - дианизидина; 15,4 мМ раствор перекиси водоро​да, супернатант зерновок пшеницы.

Приготовление реактивов. Натрий-ацетатные буфер​ные растворы (рН 4,0 5,0 6,0) готовят из исходных 0,1 М водных растворов СН3СООН и CH3COONa, а натрий-фос​фатные буферные растворы (рН 6,0, 7,0 8,0) готовят из исходных 0,1 М водных растворов Na2HP04 и NaH2P04 путем их смешивания на рН - метре до желаемой величи​ны рН. 1 М раствор НС1 готовят, растворяя исходную концентрированную НС1 в дистиллированной воде.

Раствор о - дианизидина (4,3 мМ этанольный раствор) готовят, растворяя 105 мг навески в 50 мл 96%-ного эта​нола. Вещество хорошо растворяется при нагревании. Раствор должен быть бесцветным или слегка розовым.

Перекись водорода - 15,4-15,8 мМ водный раст​вор готовят на спектрофотометре с поглощением 1,12 - 1,15 усл. ед. при длине волны 230 нм (е = 72,7 М - 1см).

Супернатант зерновок пшеницы получают, как опи​сано в разделе 3.5.

Ход работы. В 6 пробирок последовательно вносят по 0,2 мл супернатанта, 2,6 мл 0,1 М буферных растворов (рН 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0) и по ОД мл 4,3 мМ о-дианизидина, перемешивают, реакцию во всех пробирках инициируют введением 0,1 мл 15,4 мМ раствора Н202. Снова перемеши​вают и через 1 мин реакцию останавливают, добавляя в пробирки по 1 мл 1 М раствора НС1. Затем измеряют по​глощение растворов в каждой пробирке на фотоколоримет​ре при 460-500 нм (зеленый светофильтр). Рассчитывают активность пероксидазы в каждой пробирке. Затем строят на миллиметровой бумаге график зависимости изменения активности фермента от рН.

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Определить рН - оптимум активности пе​роксидазы.

2. От каких факторов зависит активность ферментов.

3. Что означает оптимум рН ферментов?

4.10 Изучение влияние температуры и рН среды на активность трипсина
Оборудование и реактивы: пробирки, пипетки на 10 мл, две водяные бани, 1 мМ растворы БАПНА в 0,05 М фосфатном буфере со следующими значениями рН: 9, 7.6, 6, 5, раствор трипсина (10 мкг/мл), 1 н HCl.

1. Для изучения влияния рН среды на активность трипсина пользуются растворами БАПНА с разными значениями рН, по 2 опыта и 2 контроля в каждой параллели. Активность определяют по таблице 4.6:

Таблица 4.6 – Ход выполнения работы

	Опыт
	Контроль

	1,6 мл раствора БАПНА
	1,6 мл раствора БАПНА

	 – 
	0,7 мл 1 н HCl

	Преинкубация в термостате при 37 °С в течении 10 минут

	0,5 мл раствора трипсина (10 мкг/мл)
	0,5 мл раствора трипсина (10 мкг/мл)

	Инкубация в термостате при 37 °С в течении 30 минут

	0,7 мл 1 н HCl
	–


Измеряют оптическую плотность при 364 нм. Удельную активность фермента выражают в мкМ БАПНА, отщепленного 1 мкг трипсина за 1 мин, по калибровочной кривой. Строят график зависимости активности трипсина от рН среды.

2. Для изучения влияния температуры среды на активность трипсина пользуются этой же схемой, используя раствор БАПНА со значением рН=7,6, но пробирки инкубируют: 

а) при комнатной температуре; 

б) при 4 °С (инкубировать в холодильнике. Использовать предварительно охлажденные растворы!);

в) на водяной бане при t=55 °С;

г) на водяной бане при t=75 °С.

Содержание отчета

1. График зависимости активности трипсина от рН среды.

2. График зависимости активности трипсина от температуры.

4.11 Очистка алкогольдегидрогеназы методом гель – хроматографии  

Принцип метода. Гель - хроматография - это способ разделения веществ на основе разницы в их молекуляр​ной массе (размера частиц). В качестве носителей в гель-хроматографии используются сефадексы (G -10, G -15, G - 25, G - 50, G - 75, G - 100, G - 150, G - 200), основой которых является полисахарид декстран, сшитый поперечными связями, формирующих трехмерную сетчатую структуру с высокой степенью гидрофильности за счет большого ко​личества на их поверхности полярных гидроксильных групп. Сефадекс не растворим в воде и стабилен в кислот​ных, щелочных и солевых растворах. После погружения в воду сефадекс набухает, приобретая способность фрак​ционировать различные молекулы в зависимости от их размера. Крупные частицы, имеющие более высокую мо​лекулярную массу, двигаются значительно быстрее час​тиц меньших размеров, которые задерживаются внутри гранул сефадекса.

Таким образом достигается разделение (фракциони​рование) молекул, которое используется для: 

а) обессоливания растворов; 

б) отделения мелких по размеру и молекулярной массе молекул от крупных. 

Гель-фильтрация используется для очистки ферментов от субстра​тов и кофакторов или белков от аминокислот и пепти​дов и т. д.

Оборудование: фотоэлектроколориметр с проточной кюветой или Uvicord (LKB, Швеция), хроматографическая колонка (1х30 см), лиофильная сушка.

Посуда: стакан; пипетка на 5 мл; пробирки для сбора фракций элюции - 50 шт.

Реактивы: 500 мл 0,05 М раствор глицина; 100 мл 96% - ный этанол; сефадекс G - 25 fine. Приготовление рабочих растворов. Раствор глицина готовится путем растворения 1,875 г глицина в 500 мл дистиллированной воды.

Хроматографическая колонка наполняется сефадексом G-25 fine, который предварительно набухал в тече​ние 24 ч при комнатной температуре в дистиллированной воде. Перед употреблением колонка промывается 0,05 М раствором глицина.

Построение калибровочного графика. В работе ис​пользуют калибровочный график, построенный для оп​ределения белка по Лоури.

Ход работы. Семена пшеницы гомогенизируют на механическом гомогенизаторе до получения однород​ной массы. Затем добавляют 0,05 М раствор глицина в соотношении 1:3 (на 1 г семян 3 мл раствора). Для уда​ления не полностью разрушенных клеток и ядер гомогенат центрифугируют 10 мин при 7000 g. В супернатант добавляют этанол до 70% концентрации, интенсивно встряхивают в течение 5 мин, смесь центрифугируют. Осадок после растворения в небольшом количестве 0,05 М раствора глицина наносят на колонку (1 х 30 см) с сефадексом G-25 fine, уравновешенную 0,05 М раствором гли​цина, элюирование проводят этим же раствором. Опти​ческую плотность элюируемых растворов измеряют при 280 нм с помощью прибора Uvicord (LKB, Швеция) или на спектрофотометре оборудованном проточной кюветой. Фракции с наибольшей активностью и малым фоном лиофилизируют. Образец содержит 90-95% алкогольдегидрогеназы от общего содержания белка. Концентрацию белка определяют по биуретовой реакции или методу Лоури. 

Выход по белку, активности рассчитывают по пока​зателям общего белка и общей активности, принимая их за 100% у исходных образцов, а степень очистки по величинам удельной активности, принимая показания исходных образцов за единицу.

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Что такое гель – хроматография?

2. Что такое сефадексы. Где они используются и какими свойствами обладают?

3. За счет чего происходит разделение фракций при   гель – хроматографияи?
4.12 Обнаружение НАД в дрожжах

Принцип метода

НАД встречается во многих органах и тканях человека и животных, богаты им и дрожжи. Этот кофермент легко извлекается из дрожжей горячей водой (он термостабилен) и может быть обнаружен по образованию флуоресцирующего комплекса с ацетоном. Эта реакция характерна для N-производных амида никотиновой кислоты. Он применяется для определения метилникотинамида в моче.

Реактивы, исследуемый материал:

1) ацетон; 

2) раствор NaOH  - 300 г/л; 

3)  концентрированная соляная кислота; 

4) спиртовой раствор фенолфталеина - 5 г/л;

5) дрожжи.

Ход работы
В пробирку помещают кусочек дрожжей величиной 4 - 5 мм, добавляют  1/3 пробирки воды и кипятят 20 - 30 сек., не допуская выбрасывания  жидкости. Отфильтровывают в пустую пробирку 5 -10 ка​пель полученного экстракта, добавляют 3 - 5 капель ацетона и 1-2 капли раствора едкого натра. Оставляют пробирку на 2 мин.; затем добавляют 1 каплю раствора фенолфталеина и по каплям соля​ную кислоту до обесцвечивания фенолфталеина. Пробирку в про​цессе добавления кислоты встряхивают. Поместить пробирку на 2 мин. в кипящую водяную баню, затем охладить и поднести к включенному флуориметру.
Ацетоновый комплекс НАД флуоресцирует синим светом.

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Что такое НАД и какую функцию он выполняет в ферментативном катализе?
2. В состав каких ферментов входит НАД?
3. На каком явлении основано определение НАД в дрожжах? 

4.13 Обнаружение цитохромоксидазы в мышцах

Принцип метода

Цитохромоксидаза — заключительный фермент в цепи переноса электронов и протонов. Он способен окислять при участии кислорода не только цитохромы, но и некоторые другие соединения, в частности диметилпарафенилендиамин и а-нафтол. При окислении двух послед​них соединений образуется индофеноловая синь. Указанная реакция не протекает в тканях человека и животных, однако широко используется для обнаружения цитохромоксидазы. По первым слогам слов «нафтол» и «диметил» она была названа реакцией НАДИ, а реактив, содержащий нафтол и диметилпарафенилендиамин, реактивом НАДИ.
Реактивы, исследуемый материал:
1) реактив НАДИ (готовят за 1 час до определения): 1 % водный раствор диметилпарафенилендиамина смешивают с равным объёмом 1 % спиртового раствора, 1,5 %  а-нафтола и 1,5 % раствора карбоната натрия; 

2) мышцы.

Ход работы
В ступке с водой растирают кусочек мышцы. Часть полученной переносят в пробирку и подвергают тщательному кипячению. Затем кусочки мышцы, оставшиеся в ступке, и кусочки из пробирки отделяют от избытка воды фильтрованием. Фильтры с кусочками мышцы разворачивают. На мышцу наносят по 2-3 капли реактива НАДИ. Ненагретая мышца постепенно окрашивается в сине-фиолетовый цвет, а нагретая, где цитохромоксидаза инактивирована, окраски не дает.
Указания к оформлению лабораторной работы

В протоколе отметьте принцип работы, ход (кратко). Сделайте выводы о свойствах НАД. 

Контрольные вопросы к лабораторной работе

1. Почему восстановление водородом метиленового синего происходит раньше, чем рибофлавина?
4.14 Обнаружение каталазы в крови

Принцип метода

При окислительных процессах может образовываться перекись водорода, которая разлагается ферментом каталазой (содержится в различных клетках, включая клетки крови) на воду и молекулярный кислород.

Реактивы, исследуемый материал:

1) раствор перекиси водорода - 30 г/л; 

2) кровь.

Ход работы

В пробирку следует внести 10-15 капель перекиси водорода и 3 капли крови. Отметить выделение пузырьков кислорода. При внесении в пробирку тлеющей лучинки она вспыхивает, так как выделяющийся кислород усиливает горение.

Указания к оформлению лабораторной работы

Результаты сравнивают по интенсивности окраски и делают заключение об открытии окислительного фосфорилирования и разобщении дыхания и окислительногофосфорилирования в митохондриях печени крыс. 

4.15 Сукцинатдегидрогеназа мышц и конкурентное торможение её активности
Сукцинатдегидрогеназа (КФ 1.3.99.2) катализирует превращение янтарной кислоты в фумаровую. Кофактором фермента является ФАД. Фермент прочно связан с внутренней мембраной митохондрий.

Принцип метода

В качестве окисляемого субстрата берут янтарную кислоту, а в качестве акцептора водорода краситель синего цвета 2,6 -дихлорфенолиндофенол, который восстанавливается в бесцветную лейкоформу. Конкурентное торможение фермента вызывает структурный аналог янтарной кислоты - малоновая кислота.

Реактивы: 

1) краситель - 2,6 - дихлорфенолиндофенол, 0,001 н. раствор;
2) фосфатный буфер, 1/15 М, рН 7,4; 

3) NaOH, 0,1 н. раствор; 

4) янтарная кислота (сукцинат), 3 % раствор (0,6 М);

5) малоновая кислота (малонат), 3 % раствор.   

Ход работы

1-2 г свежей мышцы измельчают ножницами и растирают в ступке с небольшим количеством воды. Полученную кашицу переносят на двойной слой марли, промывают 25 мл дистиллированной воды, отжимают и суспендируют в 4 мл воды. Суспензию разливают по 1 мл в четыре пробирки.

Содержимое первой пробирки кипятят в течение 12 мин. для инактивации фермента. Затем в пробирки приливают реактивы согласно следующей таблице:

Таблица 4.6 – Порядок выполнения работы

	Номер пробирки
	Количество реагента, мл
	Краситель,

капли

	
	Сукцинат
	Вода
	Малонат
	

	1 пробирка
	1
	0,5
	-
	2

	2 пробирка
	1
	0,5
	-
	2

	3 пробирка
	-
	1,5
	-
	2

	4 пробирка
	1
	-
	0,5
	2


Через 15 мин. наблюдают, исчезновение синей окраски только во второй пробирке.

Указания к оформлению лабораторной работы

Результаты работы оформляют в виде таблицы, в которой указывают фермент, кафактор, донор электронов (в ткани или опыте), акцептор электронов (в ткани или опыте), продукт реакции (окраска), вывод.

5 Перечень вопросов, выносимых на экзамен

1. Определение энзимологии как науки. 

2. Номенклатура и классификация ферментов (6 основных классов). Принципы построения названий ферментов. Привести пример.

3. Понятие о мономерах и олигомерах. 

4. Первичная, вторичная и третичная структура белков мономеров. Элементы вторичной структуры белка.

5. Структура олигомерных ферментов. Гомогенные и гетерогенные олигомеры. Понятие изоферментов.

6. Надмолекулярная организация ферментов. Мультиферментные комплексы. Мультиферментные коньюгаты. Мультиферментные ансамбли.

7. Понятие о простетической группе в составе сложных ферментов. Определения понятий апофермента, кофактора, кофермента. Кофакторы ферментов (неорганические и органические) и их роль в работе ферментов.

8. Принципы пространственной организации молекулы ферментов. Силы, стабилизирующие третичную структуру белка.

9. Понятие об энергии активации, энтальпии и энтропии. Значение водородных связей в формировании нативной структуры ферментов.

10. Физическая форма третичной структуры ферментов. 

11. Роль дисульфидных ковалентных связей в формировании третичной структуры белка. 

12. Механизм сворачивания белка в третичную конформацию. 

13. Парадокс С. Левинталя и его решение. Свойства нативной конформации белка.

14. Стадии сворачивания белка. Иерархический принцип сворачивания.

15. Внутриклеточная регуляция формирования пространственной структуры белка. Два механизма регуляции: скорости сворачивания и защиты белка от неспецифической агрегации. 

16. Понятие о шаперонах и шаперонинах. Их значении в формировании третичной структуры белка –фермента. 

17. Домены – структурные и функциональные характеристики.  Доказательства доменной стадии сворачивания белка. Свойства доменов.

18. Структура активного центра фермента. Монокомпонентные и двухкомпонентные АЦ. Строение двухкомпонентных АЦ.

19. Формирование активного центра фермента. Характеристика нуклеофильных и электрофильных R-групп, входящих в структуру активного центра.

20. Локализация активного центра фермента. Свойства среды активного центра ферментов.

21. Понятие о фермент-субстратном комплексе. Характеристика связей, принимающих участие в формировании комплекса. Понятие «хелатного» комплекса. 

22. Четыре основных механизма образования хелатных фермент-субстратных комлексов в растворителе – воде.

23. Прочность комплексов «фермент-лиганд» (оценка свободной энергии сорбции). Факторы снижающие энтропию при образовании комплекса «фермент-лиганд». 

24. Вклад гидрофобных взаимодействий в свободную энергию сорбции при формирование комплекса «фермент-лиганд». 

25. Вклад электростатических и водородных связей в свободную энергию сорбции при формирование комплекса «фермент-лиганд».

26. Причины ускорения реакций ферментами.

27. Понятие комплементарности между ферментом и субстратом. Характеристика энергии связывания при образовании фермент - субстратного комплекса. Силы, стабилизирующие фермент - субстратный комплекс.

28. Катализ сериновыми протеазами.  Характеристика фермент-субстратного комплекса при катализе сериновыми протеазами. Роль водородной связи в образовании переходного состояния субстрата в данном виде катализа. 

29. Теория индуцированного соответствия между ферментом и субстратом. Термодинамическая сущность теории (свободной энергии сорбции). 

30. Теория «напряжения» или «деформации» при образовании комплекса «фермент - субстрат». Термодинамическая сущность теории (свободной энергии сорбции).

31 Определение метаболизма и его направления. Виды механизмов регуляции: интенсивные и экстенсивные. Понятие о конститутивных и адаптивных ферментах.

32. Классификация механизмов регуляции активности ферментов по интенсивному пути.

33. Виды ингибирования. Конкурентное и бесконкурентное ингибирование.

34. Необратимая ковалентная модификация (ограниченный протеолиз).

35. Обратимая ковалентная модификация. Регуляция ковалентным связыванием.

36. Понятие об активаторах и ингибиторах. Обратимое и необратимое ингибирование ферментов. 

37. Механизмы регуляции активности ферментов без ковалентной модификации. 

38. Согласованный аллостерический механизм регуляции.

39. Виды аллостерического взаимодействия (гомотропное и гетеротропное).

40. Механизмы регуляции активности ферментов без ковалентной модификации. 

41 Последовательный аллостерический механизм регуляции. 

42. Регуляция активности ферментов специфическими лигандами: субстратом и специфическим эффектором.

43. Механизмы регуляции активности ферментов без ковалентной модификации. 

44. Диссоциативный механизм регуляции. Понятие протомеров, химеров. Два типа образования ассоциаций протомеров в химеры: изологических и гетерологических. Их значение в регуляции активности ферментов.

45. Механизмы регуляции активности ферментов без ковалентной модификации. Адсорбционный механизм регуляции. Его физиологическое значение, локализация адсорбированных форм ферментов на субклеточных структурах. Понятие компартментализации метаболитов на мембране.
46. Три основных механизма адсорбционной регуляции. 

47. Значение адсорбционного механизма регуляции. Компартментализация метаболитов.
48. Эстафетная модель работы ферментов. 

49. Адсобционный механизм регуляции, его значение и «эстафетная модель» работы ферментов. 

50 Ферментативная кинетика. Термодинамический процесс и его виды.

51 Термодинамические системы и их виды.

52 Первый закон термодинамики. 

53 Второй закон термодинамики. 

54. Энтальпия и энтропия.

55. Характеристические функции в термодинамике.
56. Химическая кинетика. Порядок реакции и методы его определения.

57. Уравнение Михаэлиса-Ментен.

58. Ограничения кинетики Михаэлиса-Ментен. Семь основных постулатов для выполнения уравнения Михаэлиса-Ментен.

59.  Образование кинетически устойчивого фермент-субстратного комплекса (обоснование первого постулата).

60. Природа константы К в уравнении Михаэлиса-Ментен.

61. Приближенное решение уравнения Михаэлиса-Ментен в случае больших времен протекания реакции (обоснование второго постулата). 

62. Метаболизм и его функции, регуляция метаболизма. Катаболизм и анаболизм, их взаимосвязь. 

63. Последовательность процессов метаболизма и стадии извлечения энергии питательных веществ. 

64. Пути потребления кислорода (биологическое окисление). Понятие редокс - потенциала. Уравнение Нернста. 

65. Понятие тканевого дыхания, его стадии и расчёт дыхательного коэффициента. 

66. Компоненты дыхательной цепи и типы окисления субстратов. Понятие полной и укороченной дыхательной цепи. 

67. Окислительное фосфорилирование. Определение. Механизм. Стадии. 

68. Количественная оценка окислительного фосфорилирования

69. Цикл трикарбоновых кислот. История открытия. Последовательность реакций и характеристика ферментов.

70. Биологическое значение и регуляция цикла трикарбоновых кислот. 

6 Фонд тестовых заданий

Раздел 1 Общие принципы структурной организации белков ферментов
1.1 Согласно современной международной номенклатуры в названии ферментов используются:
а) исторические названия; 

б) названия ферментов по типу катализируемой реакции; 

в) названия ферментов по наименованию субстрата реакции; 

г) по структуре фермента;

д) по классам, подклассам и подподклассам. 
1.2 Структурно обособленные и пространственно отдаленные друг от друга области белковой молекулы, обладающие определенной структурной автономией называются:

а) субъединицами;

б) коньюгатами;

в) доменами;

г) активными центрами.

1.3 В основе номенклатуры изоферментов (порядкового номера) находится:

 а) количество субъединиц;

 б) молекулярная масса;

 в) электрическая подвижность в катализе;

 г) химическая активность в катализе.

1.4  Какие ферменты катализируют реакции изомеризации:

а) оксидоредуктазы;

б) лигазы;

в) гидролазы;

г) изомеразы.

1.5 Какие ферменты катализируют реакции расщепления субстрата с образованием непредельного вещества:

а) оксидоредуктазы;

б) лигазы;

в) гидролазы;

г) лиазы;

д) трансферазы.

1.6 Какие группы ферментов выделяют по строению белковой молекулы:

 а) мономорфные; 

 б) мономерные; 

 в) мультиферментные;

 г) олигомерные; 

 д) изомерные.

1.7 Гомогенный олигомер состоит:

 а) из одинаковых субъединиц;

 б) из разных субъединиц; 

 в) из одинаковых доменов; 

 г) из разных доменов;

1.8 Олигомер, состоящий из четырех субъединиц двух видов может иметь:

а) 2 изомера ;

б) 6 изомеров;

в) 4 изомера;

г) 5 изомеров.

1.9 Участки гидрофобных АКО, расположенные на гидрофильной оболочке фермента, выполняют роль (один вариант ответа):

а) ингибитора;

б) активатора;

в) субстрат-связывающей площадки;

г) продукт-связывающей площадки.

1.10 В процессе сворачивания белок-фермент стремится уменьшить поверхность раздела, чтобы (один вариант ответа):

а) увеличить потери энтропии;

б) уменьшить потери энтропии;

в) увеличить энтальпию;

г) уменьшить энтальпию.

1.11 В первую стадию сворачивания белка-фермента происходит:

а) Образование олигомеров;

б) Образование полипептидов первичной структуры;

в) образование элементов вторичной структуры;

г) образование элементов супервторичной структуры белка.

Раздел 2 Общие вопросы кинетики и термодинамики ферментативных реакций 

2.1 Совокупность тел или веществ, участвующих в обмене веществ или энергии между собой и окружающей средой, называется

а) открытой термодинамической системой

б) закрытой термодинамической системой

в) изолированной термодинамической системой

г) Нет правильного ответа

2.2 К интенсивным свойствам термодинамической системы можно отнести

а) температуру          

б) давление                

в) вес

г) объем


2.3 Признаками равновесного ТП в ТС является

а) Работа, совершаемая над системой максимальная

б) Работа, совершаемая над системой минимальная             

в) Работа совершаемая самой системой минимальная

г) Работа совершаемая самой системой максимальная         

2.4 Эндотермические реакции в ТС сопровождаются

а) повышением энтальпии

б) понижением энтальпии

в) – dH
г) +dH
2.5 Если значение dS в ТС увеличивается, то это 

а) увеличение упорядоченности молекул вещества

б) уменьшение упорядоченности молекул вещества                                 

в)  увеличение степей свободы вращательного движения молекул       

г) уменьшение степей свободы вращательного движения молекул

2.6 Законы термодинамики  могут быть применимы к

а) открытым термодинамическим системам

б) закрытым термодинамическим системам                      

в) изолированным термодинамическим системам            

г) нет правильного ответа

2.7 К экстенсивным свойствам термодинамической системы можно отнести

а) температуру

Б) давление

в) вес          

г) объем      


2.8 Признаками неравновесного термодинамического процесса в системе является

а) работа, совершаемая над системой максимальная         

б) работа, совершаемая над системой минимальная

в) работа совершаемая самой системой минимальная         

г) работа совершаемая самой системой максимальная

2.9 Экзотермические реакции в ТС сопровождаются

а) повышением энтальпии

б) понижением энтальпии            

в) – dH                                              

г) + dH
2.10 Если значение dS в ТС уменьшается, то это свидетельствует об

а) увеличение упорядоченности молекул вещества                                     

б) уменьшение упорядоченности молекул вещества

в)  увеличение степей свободы вращательного движения молекул

г) уменьшение степей свободы вращательного движения молекул          

 2.11 С точки зрения физики, порядок химической реакции определяется

а) последовательностью взаимодействия реагирующих веществ

б) количеством одновременно реагирующих веществ

в) количеством взаимодействующих молекул реагирующих веществ         

г) количеством взаимодействующих молей реагирующих веществ              

2.12 Если в химической реакции участвует 1-а молекула вещества, то порядок реакции

а) нулевой

б) мономолекулярный

в) бимолекулярный

г) тетрамолекулярный

2.13 Скорость ферментативной реакции от концентрации фермента

а) не зависит

б)  зависит прямо пропорционально (линейно)

в) зависит нелинейно

г) зависит обратно пропорционально (линейно)

2.14 Признаком стационарности химической ферментативной реакции является

а)  постоянная скорость реакции

б) постоянная концентрация реагирующих веществ

в) отношение изменения скорости реакции к изменению времени реакции равно «нулю»

г) все выше перечисленное

2.15 Скорость ферментативной реакции определяется

а) активностью фермента в единицах активности 

б) числом оборотов реакции за единицу времени           

в) удельной активностью                                                     

г) нет правильного ответа

Ответы для самоконтроля

Раздел 1

1.1 

д) 

1.2 

в) 

1.3 

в) 

1.4  

г) 

1.5 

г) 

1.6 

б), г) 

1.7 

а) 

1.8 

г) 
1.9 

в) 

1.10 

б) 

1.11 

в) 

Раздел 2 

2.1 

а) 

2.2 

а), б)           


2.3 

б), г) 

2.4 

а), г) 

2.5 

б), в)

2.6 

б), в) 

2.7 

в), г) 


2.8 

а), в) 

2.9 

б), в) 

2.10 

а), г) 


2.11 

в), г) 
2.12 

б) 

2.13 

б)  

2.14 

г) 

 2.15 

б), в)
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