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1. Введение

Биологическая химия - наука о химическом составе и свойствах веществ живых организмов, о химических превращениях веществ в процессе жизнедеятельности и их взаимосвязи с функциями органов тканей клеток организма. 

Определение биохимии как науки одновременно характеризует и ее положение, значение среди других биологических наук. Изучая сущность жизни, одного из важнейших признаков живой материи - обмен веществ и энергии, биохимия, несомненно, относится к важнейшим биологическим наукам. 

К  настоящему  времени  расшифрованы механизмы многих  явлений жизни,  обнаружены  новые  закономерности,  сформулированы  основополагающие принципы, которые значительно приблизили к пониманию сути живого. Сделано это, прежде всего благодаря биохимии, ставшей не просто основным инструментом  для  решения  важнейших  проблем  биологии,  но  и  ее методологией, позволяющей, как открывать закономерности живых систем, так и в определенной мере управлять жизненными процессами. 

Значение биохимии как науки для человеческого общества определяется тем, что она является одной из теоретических основ медицины, сельского хозяйства, биотехнологии, генетической инженерии и ряда отраслей промышленности. В основе многих патологических состояний человека и животных лежат нарушения отдельных биохимических процессов. 

Как отдельное направление биохимии в 30-х годах прошлого столетия начала формироваться молекулярная биология. Достижения биохимии и молекулярной биологии в познании живой природы трудно переоценить. Сложные биологические процессы начали рассматриваться с позиции отдельных молекулярных систем, что позволяет применять точные физико-химические методы исследования. Главным образом, на достижениях биохимии и молекулярной биологии основана – молекулярная биотехнология или биоинженерия.

В зависимости от объекта изучения различают биохимию человека, животных, растений, микроорганизмов и др. По направлению изучения биохимию делят на статическую, динамическую и функциональную. Общая биохимия рассматривает общие для всех живых систем закономерности, частная биохимия – биохимические особенности отдельных систем, органов и тканей.

Настоящее учебное пособие предназначается для студентов зооинженерных и ветеринарных факультетов. По своему содержанию отвечает программе курса биологической химии для этих специальностей. Материал изложен с учетом достижений молекулярной биологии в области животноводства и ветеринарии. 

Учебное пособие состоит из отдельных глав. Перед каждой главой указываются основные разделы, которые подлежат к рассмотрению. Изложены основные положения классической биохимии, где приведены сведения о структуре и свойствах биомолекул, основных стадиях и центральных путях обмена веществ и энергии. 

2. Аминокислоты и белки

1. Строение и классификация аминокислот. Заменимые и незаменимые аминокислоты.

2. Свойства аминокислот и белков. Кислотно-основные свойства.

3. Структура белковой молекулы. Механизм образования пептидной связи.
4. Функции и уровни структурной организации белков.
5. Классификация белков.

Молекулярную основу живой клетки составляют различные биомолекулы – белки, липиды, полисахариды. Среди огромного разнообразия биомолекул различают несколько видов, так называемых, первичных, которые представляют собой простые молекулы-предшественники, поступающие из окружающей среды.  Связываясь ковалентно друг с другом, они образуют макромолекулы клетки. Макромолекулы при помощи нековалентных связей объединяются в надмолекулярные комплексы и в конечном итоге образуют клеточные органеллы. 
       Предполагается, что первые клетки могли образоваться из небольшого количества  первичных биомолекул, в том числе глицерина и холина, пуриновых и пиримидиновых оснований, жирных кислот, глюкозы и аминокислот.  От этих биомолекул происходят сотни других, выполняющих более специализированные и обособленные функции у различных организмов.

Аминокислоты

Аминокисло́ты (аминокарбо́новые кисло́ты) — органи-ческие соединения, в молекуле которых  одновременно содержатся карбоксильные и аминные группы.

    Аминокислоты могут рассматриваться как производные карбоновых кислот, в углеводородном радикале которых один или несколько атомов водорода заменены на аминные группы.

       В природе известны более 200 различных аминокислот. В животном организме обнаруживаются около 120 из них, выполняющие различные биологические функции. В живой природе наибольшее значение имеют 20 (по уточненным данным 21) (-аминокислот, известные, как белковые.

        Аминокислота – структурная единица белка.

Все белки живой природы построены из остатков 21 (-аминокислоты. (-Аминокислоты содержат у одного и того же атома углерода ((-углеродного атома)  аминогруппу и карбоксильную группу и их можно выразить единой схематичной формулой:
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        Рис.1.Общая схематичная   

             формула белковой  

              аминокислоты
     Номенклатура и классификация аминокислот

Каждая аминокислота содержит характерную только для неё R-группу, благодаря чему обладает химической индивидуальностью. R-группы аминокислот служат «буквами» в молекулярном алфавите белковой структуры.
   Белковые аминокислоты больше известны под тривиальными названиями. Они являются производными всего лишь нескольких карбоновых кислот: уксусной – 1 амнокислота, пропионовой – 8, масляной – 3, валериановой – 3, капроновой – 1, янтарной и глутаровой – по одной аминокислоте. Кроме того в перечень белковых аминокислот включают 2 иминокислоты – пролина и оксипролина. 21-й белковой аминокислотой является аминолимонная кислота, которая обнаруживается в белках некоторых микроорганизмов. В составе природных белков могут встречаться производные некоторых аминокислот: аспарагин и глутамин – амиды аспарагиновой и глутаминовой кислот соответственно, оксилизин. 

  В настоящее время известны разнообразные способы классификации аминокислот. В целом, все они основаны на различиях в природе их R-групп. 

Ι. Один из последних способов основан на различиях в полярности R-групп. Согласно этой классификации различают четыре основных класса: 1) неполярные, или гидрофобные; 2) полярные, но незаряженные; 3) положительно заряженные; 4) отрицательно заряженные. 

       ΙΙ. По количеству карбокси- и аминогрупп. 1) Моноаминомонокарбоновые кислоты (глицин, аланин, валин, лейцин, изолейцин, серин, треонин, цистеин, фенилаланин, тирозин, метионин, триптофан и т.д.); моноаминодикарбоновые кислоты (аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота); диаминомонокарбоновые кислоты (лизин, аргинин).  

       ΙΙΙ. По биологическим (физиологическим) значениям аминокислоты подразделяют на две группы: 1) незаменимые, которые не могут синтезироваться в организме из других соединений и которые  должны обязательно поступать из вне. 2) заменимые - аминокислоты, которые  синтезируются в организме в достаточном количестве. 

         Биологическая классификация аминокислот не является универсальной  и в определенной степени условна, так как зависит от вида организма. Условно выделяют 10 незаменимых аминокислот: валин, лейцин, изолейцин, треонин, метионин, триптофан, лизин, фенилаланин, аргинин и гистидин.
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             Моноаминомонокарбоновые аминокислоты
                         Оксиаминокислоты
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                  Серосодержащие аминокислоты
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Ароматические аминокислоты

Гетероциклические аминокислоты
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Диаминокарбоновые аминокислоты

Моноаминодикарбоновые аминокислоты
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Свойства аминокислот

       Среди всех, физических и химических свойств аминокислот наибольшее значение в биологии имеют кислотно-основные свойства. Именно эти свойства аминокислот, во многом, определяют особенности физико-химического поведения и биологические функции белков. На этих свойствах основаны, кроме того, почти все методы выделения и идентификации, как аминокислот, так и белков. 

Аминокислоты, будучи органическими соединениями, содержащими одновременно карбоксильные и амин-ные группы, обладают амфотерными свойствами. 

                                   NH2                               NH2
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Аминокислоты легко растворимы в воде. Все α-аминокислоты при физиологических значениях рН в водных растворах существуют преимущественно в виде биполярных ионов. 
Аминокислоты – амфотерные соединения.
В сильнокислой среде карбоксильная группа полностью недиссоциирована, а аминогруппа протонирована. Наоборот, в сильнощелочной среде аминогруппа находится в виде свободного основания, а карбоксильная группа – в виде карбоксилат-аниона. 

Амфотерные свойства аминокислот влияют на кислотно-основные свойства белков и их биологические функции. 

Белки

Белки – высокомолекулярные азотосодержащие соединения (биологические полимеры) построенные из остатков (-аминокислот, связанных между собой пептидной связью.

Белки являются основными носителями отличительных свойств живой природы, наиболее важной составной частью клеток всех животных тканей. Они выполняют в организме многочисленные жизненноважные функции. Обладая многоликими по химическим свойствам радикалами аминокислотных остатков, белковые молекулы в целом и отдельные их части способны вступать в разнообразные химические и физические взаимодействия  как с друг с другом, так и с нуклеиновыми кислотами, полисахаридами, липидами и т.п., образуя надмолекулярные комплексы, составляющие основу субклеточных структур. 
Кислотно - основные свойства белков.
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Кислотно-щелочные свойства белков главным образом связаны с ка​тионообразующими (-NH3+) и анионобразующими (-СОО) группами. Схематично, поведение молекулы белка в зависимости от различных значений рН среды, можно представить так:

   кислая среда         нейтральная среда          щелочная среда

   Рис.2. Состояние белка при различных значениях рН среды

Знак заряда зависит от соотношения количеств аминных и карбок​сильных групп, в соответствии с этим, условно, различают белки кислые, нейтраль​ные и щелочные (основные). Кислотно-основные свойства белка, следовательно, заряд его молекулы зависит от рН среды.

   Кислыми называются белки, которые в более или менее нейтральной среде проявляют кислые свойства. Щелочными, соответственно, белки, проявляющие при таких же условиях, щелочные свойства.

При определенном для каждого белка значении pH среды его моле​кулы оказываются электронейтральными. Такое состояние белковой моле​кулы (суммарный заряд равен нулю или близок к нулю) называется изоэлектрическим состоянием (ИЭС). Значение pH среды, при котором белок находится в изоэлектрическом состоянии, называют изоэлектрической точкой и обозначают pl. Изоэлектрическая точка белка зависит от числа и природы заряженных групп в молекуле. Белковая молекула заряжена положительно, если pH среды ниже pl, и отрицательно, если pH среды выше pl.
  Для большинства природных белков изоэлектрическая точка находится в слабо​кислой зоне и в меньшем количестве - в слабощелочной. Например, изо​электрическая точка для яичного альбумина - 4,6; казеина молока - 4,6; гемоглобина лошади - 6,6, сывороточного глобулина лошади - 4,7, гамма глобулина человека 7,3, гистонов - 8,2 и др. Однако, нужно помнить, что изоэлектрическая точка кислых белков всегда лежит в кислой среде, изоэлектрическая точка щелочных белков – в щелочной среде.

    Растворы белков, как и всех высокомолекулярных соединений, обла​дают абсолютной агрегативной устойчивостью. Факторами устойчивости являются, во-первых, наличие одноименных зарядов на белковых части​цах, которые препятствуют сближению и объединению макромолекул в более крупные агрегаты, способные выпадать в осадок; во-вторых, мощ​ные сольватные оболочки, которыми окружена каждая макромолекула белка.

При удалении этих факторов, белки становятся наименее устойчивы​ми: их растворимость, набухание, вязкость становятся минимальными и, напротив, осаждаемость - максимальной.

Как известно, реакции осаждения  имеют большое значение при качественных и количественных методах исследований, а также при практическом использовании белков. Эффективность осаждения, как обратимого (высаливания белка), так и необратимого, напрямую связана с кислотно-основными свойствами белка. Необратимое осаждение всегда сопровождается денатурацией белка.

       Денатурация – потеря белком всех его природных свойств из-за разрушений уровней структурной организации молекулы. Нарушаются всевозможные структуры кроме первичной.

Структура белковой молекулы

Впервые, в 1888 г. А.Я.Данилевский установил, что аминокислоты в белковой молекуле соединяются путем взаимодействия –СООН и –NH2  групп, образуя связи, в последующем названные пептидными. Пептидная связь образуется при взаимодействии карбоксильной группы  одной аминокислоты с аминогруппой при   ( -углероде – другой. При этом образуется молекула воды: например, из двух молекул аланина образуется дипептид аланил-аланин:

СН3 ( СН ( СООН + НNН ( СН ( СООН ( 

     (                                          (     

     NН2                                    СН3                                                                 

                      (      СН3 ( СН ( СО ( NН ( СН ( СООН 

                                     (                                   (                        

                                     NН2                                          СН3
Соединение из двух аминокислот называют дипептидом, из трех – трипептидом и т.д. Группа атомов –СО—NН- называется пептидной группой или связью.

Основу любого полипептида (белка) составляют монотонно чередующиеся   -СН – СО – NН – группы. У одного конца полипептида находится свободная –NН2 группа (N – конец, считается началом полипептидной цепи), у другого - СООН группа (С-конец). R группы аминокислот находятся на равных друг от друга расстояниях, связанные СН группами.  Например:

NН2 ( СН ( СО ( NН ( СН ( СО ( NН ( СН ( СООН

     (                                   (                                   (      

     R1                                  R2                                 R3

Название полипептидам дается путем перечисления через дефис аминокислотных остатков, начиная с N конца,  изменив их окончания на   – ил. Название последней аминокислоты не меняется.
Функции и уровни структурной организации белков

      Белки выполняют множество самых разнообразных функций, характерных для живых организмов. Например:

1. Структурная – белки составляют структурную основу любой живой клетки. Более 50% от общей массы сухого остатка живого организма приходится на долю белков. 

2. Ферментативная (каталитическая) – все ферменты – белки. Ни одна биохимическая реакция не проходит без участия ферментов. А как известно, совокупность всех химических реакций в биообъектах составляют обмен веществ и энергии – один из основных признаков живой материи.

3. Регуляторная (гормональная) - ряд гормонов представлен белками или полипептидами, например, все гормоны гипофиза. Некоторые гормоны являются производными аминокислот.

4. Защитная функция. Основную функцию защиты в организме выполняют белки иммунной системы – иммуноглобулины или антитела.  Защитная функция белков проявляется и в способствовании ряда белков плазмы крови, в частности фибриногена, к свертыванию крови.

5. Сократительная функция. В акте мышечного сокращения и расслабления участвует множество белковых веществ. Однако главную роль в этих жизненно важных процессах играют актин и миозин – специфические белки мышечной ткани. 

6. Транспортная  функция. Основными транспортными белками являются альбумины сыворотки крови, которые доставляют в соответствующие ткани все плохо растворимые в воде вещества.  Перенос кислорода, углекислого газа осуществляется молекулами гемоглобина.

Свойства и биологические функции белков зависят также от уровней структурной организации молекулы. Различают 4 основных уровня структурной организации белковой молекулы.

- первичная структура;

- вторичная структура;

- третичная структура;

- четвертичная структура;

Под первичной структурой подразумевают аминокислотную последовательность полипептидной цепи белка. Первичная структура белка закодирована в генах, является определяющей все остальные структуры.

Полипептидные цепи индивидуальных белков за счет взаимодействия функциональных групп аминокислотных остатков приобретают определенную пространственную форму, т.е. конформацию. Молекулы всех белков с одинаковой первичной структурой образуют одинаковую конформацию.

Вторичная структура – пространственная конформация полипептидной цепи с образованием, главным образом, α-спиральной формы (рисунок-3). Различают и другие формы вторичной структуры (β-конформация или складчатый слой), надструктурные формы (суперспирализация) и др. Вторичная структура достаточно жесткая структура, т.к. витки спирали «прошиты» водородными связями между – С=О и –NH группами пептидных связей.
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Рис. 3. Вторичная структура белка – α-спираль.

Третичная структура – пространственная конформация зависящая от способа укладки полипептидной цепи белка в пространстве с приобретением определенной глобулярной формы. В формировании третичной структуры участвуют 4 основных вида взаимодействия между различными функциональными группами R групп аминокислотных остатков.

· гидрофобное взаимодействие;

· электростатическое взаимодействие;

· водородные связи;

· ковалентные связи;

Третичная структура белка – прочная структура, но не абсолютно жесткая. В процессе выполнения биологических функций третичная структура белков может меняться. Эта особенность, например, является одним из основных факторов обеспечивающих каталитическую активность белков-ферментов. 

Длинные полипептидные цепи глобулярных белков часто складываются в несколько компактных, относительно независимых областей. Они имеют самостоятельную третичную структуру, напоминающую таковую у глобулярных белков, и называются доменами. Домены обладают как с определенной структурной автономией, так и функциональной.  Благодаря доменной структуре белков легче формируется их третичная структура. Отдельные домены сложных белков кодируются разными экзонами. Доменная структура большого белка сходна с четвертичной структурой, сложенной из малых белков.
Четвертичная структура характерна только для олигомерных белков, т.е. для белков состоящих из нескольких субъединиц (протомеров). Субъединицами могут быть отдельные белки или полипептиды.
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Четвертичная структура – пространственная конформация зависящая от  способа совместной укладки и упаковки в пространстве отдельных полипептидных цепей или белков в третичной структуре, т.е. протомеров олигомерных белков с формированием единого в структурном и функциональном отношениях макромолекулярного образования. 
Рис.4. Модель гемоглобина (по Перутцу).

α-Цепи светлые; β-цепи темные; группы гема красные.

Многие функциональные белки являются олигомерными. Каждая отдельно взятая субъединица, чаще всего не обладает биологической активностью. Эту способность белок приобретает при определенном способе пространственного объединения входящих в его состав протомеров, т.е. возникает новое качество, не свойственное мономерному белку. 

Классификация белков

       Существуют различные способы классификации белков. Вот некоторые из них:

- классификация по форме молекулы – фибриллярные и глобулярные белки;

- классификация по свойствам – кислые, нейтральные и щелочные белки;

- классификация по аминокислотному составу и биологической значимости – биологически полноценные и неполноценные белки.

      Наиболее известной и широко применяемой является классификация по составу. Казалось бы, все белки состоят из аминокислот и как их дальше можно разделить? Тем не менее, согласно этой классификации белки подразделяются на две большие группы: простые белки, или протеины, и сложные белки, или протеиды.

      Простые белки – протеины, состоят только из аминокислот и при гидролизе кроме них ничего не образуют.

      Сложные белки – протеиды,  состоят из простого белка и вещества  небелковой природы (простетическая группа). 

     И протеины, и протеиды в свою очередь подразделяются на множество групп и классов. Основной критерий классификации простых белков – их растворимость. Различают следующие основные классы простых белков:

· альбумины – широко распространенные белки биологических объектов, хорошо растворимые в дистиллированной воде;

· глобулины – не менее известные белки в живой природе, хорошо растворимые в крепких солевых растворах;

· проламины – белки растительного происхождения, растворимые в спиртовых растворах;

· гистоны – белки с выраженными щелочными свойствами, чаще встречаются в ядре клетки в составе хроматина;

· глютелины – белки растительного происхождения (клейковина в зернах злаковых), плохо растворимые белки.

 Сложные  белки, прежде всего, классифицируются по характеру простетической группы:

· гликопротеиды – сложные белки, небелковая часть которых представлена углеводами;

· липопротеиды – сложные белки, небелковая часть которых представлена липидами;

· фосфопротеиды - сложные белки, небелковая часть которых представлена фосфорной кислотой;

· металлопротеиды – сложные белки, небелковая часть которых представлена ионами металлов;

· гемопротеиды – сложные белки, небелковая часть которых представлена гемом;

· нуклеопротеиды - сложные белки, небелковая часть которых представлена нуклеиновыми кислотами;

3. Нуклеозиды и нуклеотиды

1. Строение нуклеозидов и нуклеотидов.

2. Нуклеозид ди- и трифосфаты.

3. Нуклеотиды – коферменты.

Строение нуклеозидов и нуклеотидов

     Нуклеозиды и нуклеотиды, широко распространенные в природе сложные органические вещества, выполняющие в живом организме самостоятельно или в комплексе с другими биомолекулами различные функции. Общим для всех нуклеотидов признаком является то, что все они имеют единый план строения и состоят из трех компонентов, где

                   первый – азотистое основание;

                   второй – углеводистая часть;

                   третий – фосфорная кислота.

 Нуклеозид – часть нуклеотида без фосфорной кислоты.
Основной функцией нуклеотидов является то, что из них построены нуклеиновые кислоты.

      Нуклеотиды – структурные единицы нуклеиновых кислот.

Азотистые основания нуклеотидов нуклеиновых кислот представлены производными двух азотистых гетероциклических соединений – пурина и пиримидина. Поэтому различают пуриновые основания – аденин и гуанин, пиримидиновые основания – цитозин, урацил и тимин.
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Углеводистая часть нуклеотидов нуклеиновых кислот представлена пентозами – рибозой или дезоксирибозой, которые как правило, всегда в β, Д изомерной форме.
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            Рибоза                                    Дезоксирибоза

В нуклеотидах азотистые основания и углеводистая часть связываются между собой гликозидной связью и образуют нуклеозид. По своей химической природе нуклеозид представляет собой N-гликозид. Различают 5 видов основных азотистых оснований и соответственно 5 видов нуклеозидов:

1) аденозин            3) цитидин          5) уридин

2) гуанозин            4) тимидин

Фосфорная кислота связывается с нуклеозидом сложноэфирной связью. При этом возможны разные варианты, но в нуклеотидах нуклеиновых кислот фосфорная кислота связывается только через спиртовый гидроксил (-ОН) 5 углерода пентозы. 

Все нуклеотиды как химические соединения являются сложными эфирами нуклеозидов и фосфорной кислоты. Нуклеотиды нуклеиновых кислот – нуклеозид-5-моно-фосфаты:

· аденозин-5-монофосфат (АМФ)

· гуанозин-5-монофосфат (ГМФ)

· цитидин-5-монофосфат (ЦМФ)

· уридин-5-монофосфат (УМФ)

· тимидин-5-монофосфат (ТМФ)

Нуклеозид ди- и трифосфаты.

Все природные нуклеозиды могут существовать в виде нуклеозид  моно-, ди-, и трифосфатов.

Нуклеозид  ди- и трифосфаты играют основную роль в энергетическом обмене живого организма. Нуклеозидтрифосфаты являются макроэргическими соединениями, среди которых особое место занимает аденозинтрифосфат (АТФ).
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Рис.5. Схема строения аденозинмоно-, ди-, и трифосфата.  

АТФ – основной способ аккумулирования химической энергии в клетке. В живой природе у аэробных клеток более чем 90% всех биохимических и физиологических процессов осуществляются за счет энергии расщепления АТФ. В биохимических процессах, сопровождающихся с выделением энергии, происходит фосфорилирование АДФ с использованием неорганической фосфатной группы и образуется АТФ. В процессах, сопровождающихся с потреблением энергии, макроэргическая фосфатная связь АТФ расщепляется с образованием вновь АДФ. Рассчитано, что при расщеплении 1 моля АТФ высвобождается около 7,3 ккал.энергии.

Нуклеотиды – коферменты.

В живом организме существуют различные нуклеозиды и нуклеотиды, и выполняют они самые разные функции. В отличие от нуклеотидов нуклеиновых кислот, азотистые основания  у них могут быть представлены различными органическими соединениями. Наиболее значимыми для живой клетки являются никотинамидмононуклеотид (НМН) и флавинмононуклеотид (ФМН). Азотистыми основаниями этих нуклеотидов являются никотинамид (витамин В5) и диметилизоаллоксазин соответственно. 
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   Никотинамид                        Диметилизоаллоксазин

НМН и ФМН могут быть коферментами окислительно-восстановительных ферментов, но главная их биологическая функция в том, что служат предшественниками для синтеза других нуклеотидов: никотинамидадениндинуклеотида (НАД) и флавинадениндинуклеотида (ФАД).  
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Никотинамидадениндинукдлеотид

НАД и ФАД являются коферментами дегидрогеназ. Обеспечивают катализ окислительно-восста-новительных реакций путем переноса атомов водородов, обеспечивают первую стадию биологического окисления органических молекул – субстратное окисление. 

[image: image40.png]BKTHBAUNONHEI Bapbep.

3
8l
5 oveprun axfumaunm
S vecaranmagevemor -
et oo oxaan
g Cararmapyeman
g e
§
b e
| coctosime: nontoe.
g caoSoavon
Shepran
‘§ RoHEoe.
nepecn oo
E pex

Xon peakun




Флавинадениндинуклеотид

4. Нуклеиновые кислоты 

1. Основные отличия между ДНК и РНК

2. Правила Чаргаффа

3. Строение нуклеиновых кислот. Принцип комплиментарности азотистых оснований.

4. Методы изучения нуклеиновых кислот
Нуклеиновая кислота – высокомолекулярное соединение или биологический полимер, построенный из мононуклеотидов. Различают два вида нуклеиновых кислот: 1) дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) и 2) рибонуклеиновая кислота (РНК).

Биологическая функция нуклеиновых кислот заключается в хранении, передаче и реализации генетической информации, обеспечивая тем самым жизнедеятельность и индивидуальность живого организма.

Основные отличия между ДНК и РНК

1. ДНК имеет двухцепочечную структуру, РНК - одноцепочечна. ДНК локализована в основном  ядре клетки, РНК – в цитоплазме. РНК бывает 3-х основных видов: иРНК, тРНК и рРНК.

2. Отличие в нуклеотидном составе: ДНК построена из АМФ, ГМФ, ЦМФ, ТМФ; РНК – из АМФ, ГМФ, ЦМФ и УМФ. Таким образом, в ДНК никогда не встречается УМФ, а в РНК – ТМФ,

3. Отличие в строении нуклеотидов: в нуклеотидах ДНК вторым, углеводистым компонентом является дезоксирибоза, в нуклеотидах РНК – рибоза.

Огромную роль в разгадке особенностей строения, в расшифровке структуры молекулы ДНК сыграло учение американского биохимика Эрвина Чаргаффа. Основные положения его учения известны как правила Чаргаффа.

Правила Чаргаффа

1. Нуклеотидная последовательность ДНК клеток тканей организмов одного и того же вида одинаковая, а нуклеотидная последовательность ДНК из клеток организмов различных видов различна.

2. Нуклеотидная последовательность ДНК не меняется с возрастом, не зависит от питания (кормления) и от изменений условий окружающей среды.

3. В молекуле ДНК количество адениловых остатков равно количеству тимидиловых, а количество гуаниловых – количеству цитидиловых (А=Т, Г=Ц).

4. В молекуле ДНК сумма пуриновых оснований равна сумме пиримидиновых оснований (А+Г=Ц+Т).

Строение нуклеиновых кислот. 
Принцип комплиментарности

Известно, что структурными единицами нуклеиновых кислот являются  – мононуклеотиды.  Следовательно,  нуклеиновые кислоты представляют собой полинуклеотиды. Мононуклеотиды в полинуклеотидной цепи связываются между собой сложноэфирной связью. Ковалентный остов молекулы нуклеиновой кислоты составляют монотонно чередующиеся остатки фосфорной кислоты и пентозы, а азотистые основания как боковые группы стоят на равных расстояниях друг от друга связанные пентозами.

Остаток фосфорной кислоты с одного конца цепи связывается 5 углеродом, с другого – 3 углеродом пентозы. В зависимости от этого различают   -5/  конец и -3/ конец полинуклеотидной цепи. 

      -5/                                                                                  -3/                                              
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 Рис. 6. Схема строения цепи нуклеиновой кислоты.

Две цепи ДНК всегда обращены друг другу своими азотистыми основаниями. В такой структуре оказываются точно пригнанными друг другу только определенные пары азотистых оснований. Таковыми являются А-Т и Г-Ц пары. Они дополняют друг друга, они связаны между собой водородными связями, они – комплиментарны. В этом суть принципа комплиментарности.

Принцип комплиментарности является основным биологическим «законом» обеспечивающим хранение, передачу и реализацию генетической информации, обуславливая тем самым жизнедеятельность и индивидуальность живых организмов. 
Методы изучения нуклеиновых кислот

Секвенирование нуклеиновых кислот.

Определение нуклеотидной последовательности нуклеиновых кислот принято называть  секвенированием. Известны различные технологии секвенирования ДНК. Однако, в настоящее время нет ни одного метода секвенирования, который бы работал для молекулы ДНК целиком. Все они устроены так: сначала готовится большое число небольших участков ДНК (клонируется молекула ДНК многократно и «разрезается» её в случайных местах), а потом читается каждый участок по отдельности. 

Среди большого многообразия методик наиболее известным является метод Сэнгера предложенный в 1977 г. и получивший название метода терминирующих аналогов трифосфатов. Этот способ, несколько модифицированный, и в более мощном, более технологичном варианте применяется до сих пор. В основе метода лежит ферментативное клонирование ДНК, используя в качестве праймеров синтетические олигонуклеотиды. Специфическую терминацию синтеза обеспечивает добавление в реакционную смесь помимо четырех типов нуклеозидтрифосфатов (один из которых радиоактивно мечен) и одного из 2',3'-дидезок-синуклеозидтрифосфатов, который способен включаться в растущую цепь ДНК, но не способен обеспечивать дальнейшее копирование из-за отсутствия 3'-ОН группы. В итоге удается получить набор копий ДНК различной длины. Для определения первичной структуры исследуемого фрагмента ДНК необходимо провести четыре реакции копирования: по одному типу терминаторов в каждой из реакций. После этого полученные продукты подвергаются электрофорезу в полиакриламидном геле на соседних дорожках и по расположению полос определяется последовательность нуклеотидов.

Современные секвенаторы – это так называемые секвенаторы второго поколения (SGS, second generation sequencing). В них участки ДНК также по-прежнему многократно клонируются, но процесс чтения устроен не так, как у Сэнгера. Существует много разных методов, отличающихся довольно существенно.  

1) Секвенирование лигированием (sequencing by ligation) - на фазе распознавания нуклеотидов используют не ДНК-полимеразу и процесс репликации, а специальные короткие «зонды», которые присоединяются к комплементарным нуклеотидам, фиксируются, затем вымываются, и процесс повторяется снова. 

2)  Пиросеквенирование (pyrosequencing) - основано на хемилюминесцентных сигналах, которые подают специально модифицированные нуклеотиды, когда соединяются с комплементарным нуклеотидом в прочитываемой нити ДНК. 

3) Метод ионного полупроводникового секвенирования - детектирует соединения (ионы), которые выделяются при присоединении нового нуклеотида к нити ДНК.

 Рестрикционный анализ. 

Метод основан на способности ферментов рестрикции (рестриктазы) специфически расщеплять ДНК в определённых сайтах. 

Рестриктазы стали эффективным инструментом исследования нуклеиновых кислот. Они позволяют превращать молекулы ДНК в набор фрагментов длиной от нескольких сотен до нескольких тысяч оснований. Методом электрофореза в агарозном геле фрагментов ДНК, различающиеся по размеру, можно легко разделить, а затем исследовать каждого по отдельности. При электрофорезе короткие фрагменты мигрируют намного быстрее, чем длинные. При окрашивании гелей красителями, связывающимися с ДНК, выявляется набор полос, каждая из которых отвечает рестрикционному фрагменту.
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Рис. 7. Результаты электрофореза после обработки фрагмента ДНК разными рестриктазами.
Сравнение размеров фрагментов ДНК, полученных после обработки определенного участка генома набором рестриктаз, позволяет построить рестрикционную карту, на которой указано положение каждого сайта рестрикции относительно других участков.

Полимеразная цепная реакция.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — экспериментальный метод молекулярной биологии, способ значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов ДНК (клонирование) в биологическом материале.

Метод ПЦР относится к гибридизационным методам анализа ДНК, основанным на достраивании комплементарной полинуклеотидной цепи на одинарной полинуклеотидной цепи - матрице. Принцип метода ПЦР был разработан в начале 80-ых годов прошлого столетия в США. В настоящее время метод широко используется в научных исследованиях, в практическом здравоохранении и службе Госсанэпиднадзора. 

Основные стадии ПЦР

1) денатурация ДНК (расплетение двойной спирали, расхождение нитей ДНК) при 94—96 °C. 

2)отжиг при 68 °C, образование коротких двухцепочечных участков ДНК (затравок, необходимых для инициации синтеза ДНК) или связывание нитей ДНК праймерами;

 3) элонгация при 72 °C или синтез новой цепи ДНК (комплементарное достраивание обеих нитей);

4) окончание первого цикла. Две получившиеся ДНК-цепи служат матрицей для следующего цикла, поэтому количество матричной ДНК в ходе каждого цикла удваивается.
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Рис.8.Схематическое изображение первого цикла ПЦР.
Таким образом, в основе метода ПЦР лежит многократное удвоение определённого участка ДНК при помощи ферментов в искусственных условиях (in vitro). В результате нарабатывается количество ДНК, достаточное для визуальной детекции. 

Кроме простого увеличения числа копий ДНК (этот процесс называется амплификацией), ПЦР позволяет производить множество других манипуляций с генетическим материалом. Широко используется в биологической и медицинской практике, например, для диагностики заболеваний (наследственных, инфекционных), для установления отцовства, для клонирования генов, введения мутаций, выделения новых генов.
Методы гибридизации.

 Гибридизация ДНК, гибридизация нуклеиновых кислот - соединение in vitro комплементарных одноцепочечных нуклеиновых кислот из разных источников  в одну молекулу. 

В 1961 году было обнаружено, что если комплементарные цепи ДНК, полученные после денатурации, выдержать при температуре 65°С, они легко спариваются, восстанавливая структуру двойной спирали (ренатурация). Подобные процессы могут происходить между двумя любыми одинарными цепями нуклеиновых кислот (ДНК—ДНК, РНК—РНК, ДНК—РНК) при условии, что они содержат комплиментарные последовательности нуклеотидов. 
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Рис. 9.  Способы гибридизации

Этот метод весьма эффективен для поиска неидентичных, но родственных генов. Например, после клонирования интересующих исследователя генов, их последовательности могут быть использованы для поиска соответствующих генов в геноме человека. Участки ДНК (РНК) с известной последовательностью нуклеотидов, меченые специальной меткой и используемые для гибридизации называются ДНК (РНК)-зондами. 
ДНК-зонды применяются в различных целях. Гибридизация ДНК-зонда с РНК, выделенной из анализируемой клетки, может выявить наличие или отсутствие экспрессии гена. Если гибридизации не происходит, значит, ген молчит, не работает. ДНК-зонды также позволяют проводить диагностику инфекционных и наследственных болезней. Методы гибридизации лежат в основе других более современных методов изучения нуклеиновых кислот.

5. Витамины

1. Витамины. Классификация, свойства.

2. Особенности биологического действия водо- и жирорастворимых витаминов.

3. А-, гипо- и гипервитаминозы.

4. Антивитамины.

Витамины – группа органических веществ, обладающих разнообразным строением и физико-химическими свойствами, абсолютно необходимых для нормальной жизнедеятельности любого организма и выполняющих в нем самостоятельно или в составе более сложных соединений каталитические и регуляторные функции.

Во многих случаях витамины являются составными частями ферментов или коферментов и необходимы для их функционирования. 

       Витамины – микрокомпоненты пищи. В отличие от других пищевых факторов, витамины не включаются в структуру клетки и тканей организма, не используются живой клеткой в качестве источника энергии. Третьей особенностью витаминов можно считать то, что большинство из них легко разрушаются под действием различных физических и химических факторов.

Классификация и номенклатура витаминов

По физико-химическим свойствам витамины разделяют на две группы: витамины, растворимые в жирах (жирорастворимые) и витамины, растворимые в воде (водорастворимые).

       Кроме того, что жирорастворимые витамины растворяются в липидах, а водорастворимые – в воде, существуют ещё несколько отличительных свойств между этими двумя классами витаминов:

· водорастворимые витамины все без исключения являются компонентами различных ферментов или коферментов;

· жирорастворимые витамины имеют единый план строения: построены из строительных блоков изопреноидного типа, т.е. все они  изопреноидные соединения;

· жирорастворимые витамины могут существовать в нескольких биологически активных формах (витамеры)
;

· жирорастворимые витамины в природе распространены, в большей степени, в виде провитаминов. 

В настоящее время выделяют 13 основных витаминов, которые обозначиваются буквами латинского алфавита. Большинство носят тривиальные названия и имеют, так называемые, биологические названия, которые складываются из названий основных патологий возникающих при их недостаточности с приставкой анти-. 

Жирорастворимые витамины
1. Витамины группы А - (антиксерофтальмический) ретинолы. Наиболее активные представители А1 и А2. Провитамином витамина А являются - каротины, среди которых наибольшее значение имеет β-каротин, содержащийся в зеленых частях растений.
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(у А2 дополнительная двойная связь между С3 и С4)

2. Витамины группы Д – (антирахитичный) калциферолы. Д2 – эргокалциферол, Д3 – холекалциферол. 

Провитаминами можно считать эргостерина и холестерина соответственно. 
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3. Витамины группы Е – токоферолы. Наиболее активный представитель – α-токоферол.
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4. Витамины группы  К - (антигеморрагический) – производные нафтахинона.   
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Метилнафтохинон – витамин К3, в ветеринарной практике больше известен как «викасол». К1 – филлахинон, К2 – мепахинон, различаются между собой количеством изопреноидных остатков в R группе (см.формулу).

((.  Водорастворимые витамины

1. Витамин В1 – (антиневритный) тиамин, входит в состав декарбоксилаз α-кетокислот;

2. Витамин В2 – рибофлавин, проявляет свое биологическое действие в составе коферментов ФМН, ФАД;
3. Витамин В3 - пантотеновая кислота, является основным компонентом КоА; 
4. Витамин В5 или РР – (антипеллагрический) никотинамид или ниацин, входит в состав коферментов НАД, НАДФ;
5. Витамин В6 – пиридоксин, служит коферментом аминотрансфераз;
6. Витамин В12 – (антианемический) цианкобаламин – кофермент алкил- и метил трансфераз;
7. Витамин С -  (антискорбутный) аскорбиновая кислота, способен окисляться и восстанавливаться не меняя свою активность; входит в состав многих оксидаз.
8. Витамин  Н - (антисеборейный) биотин, в основном служит коферментом карбоксилаз (транспорт СО2);
9. Фолиевая кислота (В9) – (антианемический), входит в состав метил- и ацилтрансфераз.

Кроме основных жиро- и водорастворимых витаминов известна обширная группа химических соединений по свойствам и биологическому действию близкие витаминам – витаминоподобные вещества.

Витаминоподобные вещества, в основном синтезируются в самом организме и необходимы организму в сравнительно малых количествах. Несмотря на это, они обладают достаточно сильным воздействием на животный организм - усиливают действие основных витаминов и микроэлементов. Витаминоподобные вещества безвредны и обладают низкой токсичностью.
А-, гипо- и гипервитаминозы
Как недостаток, так и избыточное содержание витаминов в организме может сопровождаться возникновением патологических явлений. Нарушения процессов обмена веществ часто связаны с недостаточным поступлением витаминов в организм, полным отсутствием их в потребляемой пище или нарушениями их всасывания, транспорта и т.д. В результате развиваются авитаминозы -  патологические состояния, возникающие на почве полного отсутствия, и гиповитаминозы, обусловленные недостаточным содержанием в клетках тканей организма какого-либо витамина.

        Различают также гипервитаминозы, патологическое состояние организма, вызванное избыточным количеством витаминов.

      Основная масса витаминов синтезируется микроорганизмами и растениями. В организм моногастричных животных витамины должны поступать вместе с кормом, а у жвачных потребности в витаминах главным образом удовлетворяет продукция микрофлоры преджелудков. 

Причины возникновения а- и гиповитаминозов могут быть не только экзогенные, но и эндогенные, к которым можно отнести:

- повышенная потребность организма в витаминах;

- болезни, приводящие к нарушению всасывания витаминов в желудочно-кишечном тракте;

- наличие антивитаминов.

Антивитамины
Антивитамины – вещества различной химической природы вызывающие независимо от механизма их действия снижение или полную потерю биологической активности витаминов. 

В настоящее время антивитамины принято делить на две группы: 
1) антивитамины – структурные аналоги витаминов и оказывающие действие, основанное на конкурентных взаимоотношениях с ним; 
2) антивитамины -  вызывающие модификацию химической структуры витаминов или затрудняющие их всасывание, транспорт, что сопровождается снижением или потерей биологического эффекта витаминов. 

В продуктах питания все вещества, в том числе витамины и антивитамины находятся в оптимальном соотношении - дополняют друг друга. С одной стороны, антивитамины являются естественным регулятором, т.е. соперничая с витаминами, они практически исключают гипервитаминоз, даже если дневная норма витаминов будет значительно превышена. С другой стороны, антивитамины участвуют в биохимических процессах, т.е. как и витамины, предотвращают некоторые заболевания.
6. Гормоны

1. Основные классы гормонов и их свойства.

2. Механизм действия гормонов.

3. Простагландины.

      Гормоны - биологически активные вещества, вырабатывающиеся в основном железами внутренней секреции и оказывающие регуляторное действие на процессы обмена веществ и физиологические функции органов, тканей, клеток организма. 

      В настоящее время известно свыше 100 различных веществ, имеющих гормональную активность и регулирующие процессы обмена веществ.

Классификация гормонов

      По химической природе все известные гормоны можно разделить на три группы:

1. Гормоны белковой или пептидной природы. Сюда входят все гормоны, химическая структура которых представлена полипептидами той или иной молекулярной массы. Пептидно-белковым относятся все гормоны гипофиза, паращитовидной железы и поджелудочной железы, а также все гормоны, вырабатываемые вне желез внутренней секреции: гормоны  нейросекреторных клеток мозга, печени, слизистой органов пищеварения и др.

2. Стероидные гормоны. К этой группе принадлежат гормоны, являющиеся производными стеролов. Они синтезируются в корковом слое надпочечников, половых железах и некоторых других органах и тканях.

3. Гормоны - производные аминокислот, или аминные гормоны. Примерами гормонов этого типа у человека и животных могут служить гормоны щитовидной железы (тироксин, трийодтиронин) и мозгового слоя надпочечников (адреналин и норадреналин).

Гормоны действуют в очень низких концентрациях и в большинстве случаев имеют короткое время жизни. Некоторые гормоны вызывают немедленный биохимический или физиологический ответ, другие проявляют свое действие через несколько часов. Эти различия во времени, необходимые для ответа, объясняются особенностями в механизмах действия гормонов. По механизму действия гормоны подразделяются на 2 класса: 

       -  со специфическими рецепторами, расположенными на поверхности клеток-мишеней;

        -  со специфическими рецепторами, расположенными внутри клеток-мишеней.

Механизм действия гормонов

Координирующим центром эндокринной системы является гипоталамус, который получает и интегрирует сигналы, идущие из ЦНС. В ответ на эти сигналы гипоталамус выделяет ряд своих гормонов, которые регулируют секрецию какого-то одного гормона передней доли гипофиза. Практически каждый гормон передней доли гипофиза оказывает регуляторное действие на определенную эндокринную железу.

       Пути действия гормонов рассматриваются в виде двух альтерна​тивных возможностях:

1) действия гормона с поверхности клеточной мембраны после связывания со специфическим мембранным рецеп​тором и запуска тем самым цепочки биохимических превращений в мембране и цитоплазме (эффекты пептидных гормонов и катехоламинов);

2) действия гормона путем проникновения через мембрану и связывания с рецептором цитоплазмы, после чего гормон-рецепторный комплекс проникает в ядро и органоиды клетки, где и реализует свой регуляторный эффект (стероидные гормоны, гормоны щитовидной железы).
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Рис. 10. Механизм действия белковых гормонов.
Считается, что функция распознавания пред​назначенного определенным клеткам специфического гормонального сигнала у всех клеток осуществляется мембран​ным рецептором. После связывания гормона с соответствующим ему рецептором, дальнейшая роль гормон - рецепторного комплекса для  пептидных  и  стероидных  гормонов  различна.

Таким образом, образование гормон – рецепторного комплекса является первым этапом в механизме действия любого гормона.
У пептидно-белковых гормонов и  катехоламинов гормон-рецепторный комплекс приводит к активации мембранных ферментов и образованию различных вторичных посредников гормонального регуляторного эффекта, реализующих свое действие в цитоплазме, ор​ганоидах и ядре клетки.

Известны четыре системы вторичных по​средников:
1) аденилатциклаза — циклический аденозинмонофос​фат (цАМФ);

2) гуанилатциклаза — циклический гуанозинмоно​фосфат (цГМФ);

3) фосфолипаза С — инозитолтрифосфат (ИФз);

4) ионизированный  кальций;
У стероидных гормонов мембранный рецептор обеспе​чивает специфическое узнавание гормона и его перенос в клетку, а в цитоплазме располагается особой цитоплазменный белок-рецеп​тор, с которым связывается гормон.
Эта связь с рецепторным бел​ком необходима для поступления стероидного гормона в ядро, где происходит его взаимодействие с третьим — ядерным рецептором. Связывание комплекса гормон-ядерный рецептор с хроматиновым акцептором, специфическим кислым белком и ДНК влечет за собой: 

· активацию транскрипции специфических мРНК;

·  синтез транс​портных и рибосомных РНК;

·  процессинг первичных РНК-транскриптов и транспорт мРНК в цитоплазму;

·  трансляцию мРНК при достаточном уровне транспортных РНК и фер​ментов в рибосомах. 

Все эти явления требуют длительного присут​ствия  гормон-рецепторного  комплекса  в  ядре.
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Рис. 11.  Механизм действия стероидных гормонов

Гормоны в отличие от ферментов не принимают непосредственного, видимого участия в химических реакциях лежащих в основе процессов обмена белков, нуклеиновых кислот, липидов, углеводов, минеральных соединений. Считают, что роль гормонов сводится к так называемому  аллостерическому регулированию.

Таким образом, в любом случае действие гормонов осуществляется через внутриклеточные вторичные передатчики (посредники) и конечным рычагом реализирующим гормональный сигнал является ферментативная система клетки. 
Простагландины

Простагландины – биологически активные вещества с широким спектром гормонального действия.

Термин «простагландины» был введен У. Эйлером, впервые показавшим, что в сперме человека и экстрактах из семенных пузырьков барана содержатся вещества, оказывающие выраженное вазопрессорное действие и вызывающие сокращение гладкой мускулатуры матки. В настоящее время установлено, что они содержатся во всех органах и тканях. 

В последние десятилетия простагландины и родственные им биологически активные соединения (лейкотриены, простациклины, тромбоксаны) являются предметом пристального внимания исследователей. Простагландины, помимо широкого распространения в тканях, оказывают сильное фармакологическое действие на множество физиологических процессов организма. Считается, что они являются модуляторами действия гормонов на уровне гормон-рецепторного комплекса. Доказано, что предшественником всех простагландинов являются полиненасыщенные жирные кислоты, в частности арахидоновая кислота и ряд ее производных.
 Препараты простагландинов и их производных используют в экспериментальной и клинической медицине для прерывания беременности и для родовспоможения, коррекции гемостаза, как антикоагулянты при операциях с искусственным кровообращением и при гемодиализе; для терапии язвы желудка, бронхиальной астмы, некоторых сердечно-сосудистых и других заболеваний.   
7. Ферменты

1. Классификация ферментов.

2. Свойства ферментов.

3. Механизм действия ферментов. 

4. Определение активности ферментов.

5. Иммобилизованные ферменты.

      Ферменты представляют собой высокоспециализированный класс веществ белковой природы, используемых живыми организмами для осуществления многих тысяч взаимосвязанных химических реакций, совокупность которых составляет сущность обмена веществ. Ферменты – биологические катализаторы, функциональные единицы клеточного метаболизма. Действуя в строго определенной последовательности, они катализируют сотни многостадийных реакций, в ходе которых расщепляются молекулы питательных веществ, запасается и преобразуется химическая энергия, из простых молекул-предшественников строятся макромолекулы, входящие в состав клетки. Подсчитано, что живая клетка может содержать до 3000 различных ферментов, каждый из которых ускоряет ту или иную химическую реакцию, т.е. выполняет функцию биологических катализаторов. Подобно неорганическим катализаторам, ферменты повышают скорость химических реакций за счет понижения энергии активации. Как и катализаторы неорганической природы, они не вызывают каких-либо химических реакций, а лишь ускоряют существующие и неизменны после реакции. Однако, биологические катализаторы  по ряду признаков резко отличаются от неорганических катализаторов.

Свойства ферментов

 Первое различие состоит в том, что ферменты «работают» в очень мягких условиях и проявляют чрезвычайно высокую каталитическую активность. Так, например, гидролитический распад белка до аминокислот в присутствии неорганических катализаторов (кислот или щелочей) осуществляется при температуре 1000С  и выше за несколько часов. Этот же процесс при каталитическом участии специфических ферментов требует всего нескольких минут и происходит при температуре 30-400С. Принято считать, что неорганический катализатор может ускорить химические реакции до 103, фермент – до 1020 раз.

Второе различие заключается в том, что ферменты обладают необыкновенно высокой специфичностью действия. Каждый фермент катализирует, как правило, одну единственную химическую реакцию. Один фермент – одна реакция. Тем не менее, по специфичности ферменты подразделяются на 2 вида: 1) ферменты с абсолютной специфичностью и 2) ферменты с относительной или групповой специфичностью.    

Для ферментов с относительной специфичностью субстратом является группа атомов в молекуле или связь. Например, пепсин. Субстратом для него является пептидная группировка атомов или пептидная связь. Пепсин расщепляет, как известно, белки, т.е. те молекулы, в которых присутствует пептидная группировка.

Для ферментов с абсолютной специфичностью субстратом является сама молекула, вступающего в химическую реакцию вещества. Большинство ферментов обладают абсолютной специфичностью.

Один из важных различий между неорганическими катализаторами и ферментами связан с белковой природой последних. Ферменты проявляют свою активность только в условиях водных растворов и при физиологических значениях рН и температуры среды.  

Классификация и номенклатура ферментов

По строению ферменты могут быть простыми и сложными белками. Небелковую часть сложного фермента, которая легко может отделяться от апофермента (белковая часть фермента) и которая, как правило, представлена сложными органическими соединениями, называют коферментом. 
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       Рис. 12. Строение сложного белка-фермента.

Небелковая часть фермента может быть представлена и простыми веществами неорганической природы, чаще ионами металлов, которые оказываются прочно связанными с апоферментом. В этом случае её называют - кофермент.

Из большого числа ферментов можно выделить особый класс - регуляторные ферменты, которые могут воспринимать различные метаболические сигналы и в соответствии с ними изменять свою каталитическую активность. Благодаря действию таких ферментов все ферментативные системы в клетке функционируют координированно, что является необходимым для поддержания жизнеспособности отдельных клеток и целых организмов.

Различают несколько групп регуляторных ферментов. Наибольшее значение из них имеет аллостерические ферменты, которые кроме активного центра содержат ещё второй центр, называемый аллостерическим.  Аллостерический центр - это участок молекулы фермента служащий для  присоединения определенного низкомолекулярного вещества – медиатора. Медиаторы бывают двух видов: активаторы и ингибиторы, которые вызывают  изменение конфигурации активного центра и соответственно, либо увеличение, либо снижение каталитической активности фермента. 

В настоящее время известно около 5000 различных ферментов. Согласно международной системе классификации и номенклатуры различают 6 классов ферментов. Каждый класс подразделяется на подклассы, а подклассы на группы. 
1. Оксидоредуктазы - катализируют окислительно - восстановительные реакции.

2. Трансферазы - катализируют реакции переноса функциональных групп и остатков молекул.

3. Гидролазы - катализируют  реакции гидролиза.

4.  Лиазы - катализируют негидролитическое расщепление связей образованных с участием углерода.

5.  Изомеразы - катализируют реакции изомеризации.

6.  Лигазы  (синтетазы) - катализируют реакции синтеза или образования новых связей.

По международной системе классификации оксидоредуктазы подразделяются на 23 подкласса, трансферазы – на 10, гидролазы – на 13 и т.д. В таблице 1 представлены названия некоторых подклассов оксидоредуктаз взятых с сайта NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology)

Таблица 1. Оксидоредуктазы.
	EC 1. Oxidoreductases 

	EC 1.1. Acting on the CH-OH group of donors 

 EC 1.2. Acting on the aldehyde or oxo group of donors 

EC 1.3. Acting on the CH-CH group of donors 

EC 1.4. Acting on the CH-NH2 group of donors 

EC 1.5.  Acting on the CH-NH group of donors 

EC 1.6.  Acting on NADH or NADPH 

EC 1.7.  Acting on other nitrogenous compounds as donors 

EC 1.8. Acting on a sulfur group of donors 

EC 1.9. Acting on a heme group of donors 

EC 1.10. Acting on diphenols and related substances as donors 

EC 1.1 1. Acting on a peroxide as acceptor 

EC 1.1 2. Acting on hydrogen as donor 

· Other oxidoreductases 


Системные названия ферментов указывают на тип катализируемой реакции, на характер субстрата и продукта реакции. Очень часто эти названия бывают длинными и в связи с этим неудобными для использования. Международная система классификации и номенклатуры ферментов предполагает присвоение каждому ферменту кодового номера (шифр) из четырехзначной цифры. Первая цифра кода указывает на класс, вторая – на подкласс, третья – на группу, а четвертая – порядковый номер фермента в группе. 
Механизм действия ферментов
Первым шагом в механизме действия ферментов  всегда является связывание фермента со своим специфичным субстратом и образование фермент-субстратного комплекса. 

 Образование фермент-субстратного комплекса сопряжено с наличием в его молекуле особых участков, ответственных за связывание субстрата и за непосредственный контакт с ним - активные центры. Это уникальное сочетание аминокислотных остатков, располагающихся в определенной части белковой молекулы, сюда же входят и небелковые компоненты фермента. 

Фермент – субстратный комплекс всегда распадается на свободный фермент и продукты реакции.
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Рис. 13. Схема механизма действия фермента.

 Механизм действия ферментов может быть рассмотрен с двух позиций: с точки зрения событий в активном центре и изменения энергетики химических реакций. 
С энергетической точки зрения ферменты обеспечивают высокую скорость реакций при оптимальных условиях, существующих в клетке, путём понижения уровня энергии активации (рис.14). Ферменты снижают высоту энергетического барьера, в результате возрастает количество реакционно-способных молекул, следовательно, увеличивается скорость реакции.  
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   Рис. 14. Схема механизма действия фермента по изменению энергетики катализируемой реакции.
Активный центр на всех этапах ферментативного катализа нельзя рассматривать как пассивный участок для связывания субстрата. Это комплексная молекулярная "машина", использующая разнообразные химические механизмы, способствующие превращению субстрата в продукт.

В активном центре фермента субстраты располагаются так, чтобы участвующие в реакции функциональные группы субстратов находились в непосредственной близости друг к другу. Активный центр фермента также способствует дестабилизации межатомных связей в молекуле субстрата, что облегчает протекание химической реакции и образование продуктов. 

Механизмы ферментативного катализа определяются ролью функциональных групп активного центра фермента в химической реакции превращения субстрата в продукт. Выделяют 2 основных механизма ферментативного катализа: кислотно-основной катализ и ковалентный катализ.
Кроме активного центра, некоторые ферменты имеют дополнительный, регуляторный или аллостерический (allos – другой, steros – пространственный) центр, с которым взаимодействуют аллостерические регуляторы или модуляторы (активаторы и ингибиторы).  Аллостерические ферменты подразделяются на две группы: 1) гомотропные 2) гетеротропные.

Гомотропные ферменты активизируются своими же субстратами, т.е. у них субстрат и активатор одно и то же вещество. Активный центр одновременно может выполнять функции аллостерического.

Изучение аллостерической регуляции активности ферментов, особенно процессов ингибирования, имеют большое практическое значение. Оно позволяет определять последовательность реакций в сложных многоступенчатых биохимических процессах, выявлять изоформы различных ферментов. Кроме того, различные ингибиторы ферментов широко применяются в медицинской практике как терапевтические средства при патологиях инфекционной и незаразной этиологии. 

Определение активности ферментов

Одним из направлений энзимологии является энзимодиагностика, которая развивается, во-первых, по пути применения высокоочищенных ферментов в качестве избирательных реагентов для открытия и количественного определения с диагностической целью химических веществ в биологических жидкостях, во-вторых, по пути обнаружения и определения активности самих ферментов в различных тканях.

Для диагностики различных патологических процессов в организме широко используются ферментные тесты, отличающиеся от других химических диагностических тестов высокой чувствительностью и специфичностью.

           В настоящее время известно множество различных тестов, основанных на количественном определении активности ферментов в различных тканях и биологических жидкостях. При диагностике различных заболеваний используют показатели активности десятков ферментов и их изоферментов. В клинической практике часто определяют активность аспартатаминотрансферазы, аланинаминотрансферазы, лактатдегидрогеназы, аргиназы, алкоголдегидрогеназы, цитохромоксидазы, амилазы и др.

В основе всякого количественного определения ферментативного действия или активности действия фермента находятся изменения, которые происходят с субстратом соответствующей ферментативной реакции. 

Наиболее часто активность действия ферментов выражается количеством вещества,  которое за строго определенное время и в строго определенных условиях подвергалось тому или иному изменению. Ферментативное действие может быть оценено также временем, необходимым для строго определенного изменения субстрата. 
Согласно заключения Комиссии по ферментам Международного биохимического союза, единица активности (Е) фермента – это количество фермента, которое катализирует превращение одного микромоля субстрата за 1 мин при стандартных условиях. 
Иммобилизованные ферменты 
Иммобилизованные ферменты (от лат. immobiiis - неподвижный), препараты ферментов, молекулы которых связаны с твердой матрицей, или носителем (как правило, полимером), сохраняя при этом полностью или частично свои каталитические свойства.

        В конце 60-х – начале 70-х гг. на базе технической биохимии, химической энзимологии и ряда инженерных дисциплин возникло новое научно-техническое направление биотехнологии – инженерная энзимология, к которой относят систему методов получения, очистки, стабилизации и применения ферментов. 

       Ферменты в качестве биологических катализаторов применяются в различных отраслях промышленности - пищевой, текстильной, фармацевтической, кожевенной, в медицине, сельском хозяйстве, в тонком органическом синтезе и т.д. Более широкое использование ферментов в биотехнологии до последнего времени сдерживалось вследствие ряда причин, а именно:  трудоемкости отделения ферментов от исходных реагентов и продуктов реакции; нестабильности ферментов при хранении и при действии различных факторов; высокой стоимости чистых ферментных препаратов.

Создание биокатализаторов нового поколения - иммобилизованных, т.е. связанных ферментов открыло перед прикладной энзимологией новые перспективы. 

Иммобилизованные ферменты имеют существенные преимущества. Так, например, они легко отделимы от реакционной среды. Иммобилизованные ферменты технологичны, что определяется возможностью вести биотехнологический процесс непрерывно и регулировать скорость катализируемой реакции. Подбором соответствующих носителей и методов иммобилизации можно целенаправленно модифицировать такие свойства ферментов, как специфичность, зависимость активности от рН и температуры среды и др.

Иммобилизованные ферменты можно использовать, главным образом, в трех основных направлениях: 

1. Аналитическое исследование различных химических и биологических веществ, как в живом организме, так и  в объектах окружающей среды. 

2. Лечебные средства

3. Применение в различных производствах. 

8. Обмен веществ и энергии

1. Основные стадии и функции метаболизма.

2.  Биологическое окисление.

3.  Цикл Кребса и дыхательная цепь клетки.

 Основные стадии и функции метаболизма

  Обмен веществ и энергии или метаболизм – совокупность всех химических процессов обеспечиваемых ферментативными системами и лежащих в основе жизнедеятельности организма. 

Обмен веществ и энергии является основой жизнедеятельности организмов и принадлежит к числу важнейших специфических признаков живой материи, отличающих живое от неживого.

Метаболизм представляет собой высококоординированную и целенаправленную клеточную активность, выполняющую четыре основные специфические функции:

 1) снабжение химической энергией, которая добывается путем расщепления богатых энергией органических молекул или путем преобразования энергии солнечного света;

 2) превращение молекул пищевых веществ в строительные блоки, которые используются в дальнейшем клеткой для построения макромолекул; 

3) сборку белков, нуклеиновых кислот, липидов, полисахаридов и прочих клеточных компонентов; 

4)  синтез и разрушение биомолекул, необходимых для выполнения специфических функций. 
Энергетическая функция метаболизма является наиболее важным для клетки и не случайно, что те биохимические процессы, которые призваны извлекать из органических молекул максимально возможное количество энергии, и составляют центральные пути катаболизма. 

Для понимания сущности обмена веществ и энергии в живой клетке нужно учитывать ее энергетическое своеобразие. Клетки не способны использовать в качестве источника энергии тепло, т.к. при постоянном давлении работа может совершаться лишь при переходе тепла от более нагретой зоны к менее нагретой. А все части клетки имеют примерно одинаковую температуру, т.е. клетка изотермична.

С точки зрения термодинамики живые организмы представляют собой открытые системы, поскольку они обмениваются с окружающей средой, как энергией, так и веществом, и при этом преобразуют и то, и другое. Химические вещества постоянно и достаточно интенсивно обновляются. Тем не менее, в химическом составе организма постоянных видимых изменений не происходит. Кажущееся постоянство химического состава организмов объясняется так называемым стационарным состоянием, т.е. таким состоянием, при котором скорость переноса вещества и энергии из среды в систему точно уравновешивается скоростью их переноса из системы в среду. 

   Метаболизм складывается из двух фаз - катаболизма и анаболизма. 

   Катаболизм (диссимиляция) - это процессы расщепления сложных органических молекул до более простых. Катаболические процессы всегда сопровождается с высвобождением свободной энер​гии, заключенной в органических молекулах. На определенных этапах катаболизма часть свободной энер​гии запасается, во-первых, в макроэргических соединениях, среди которых особое значение имеют нуклеозидтрифосфаты и особенно АТФ. Во-вторых, в богатых энергией водородных атомах коферментов НАД, НАДФ, ФАД, ФМН, находящихся в восстановленной форме.

    Анаболизм или биосинтез (ассимиляция) - фаза метаболизма, в которой из малых молекул-предшественников синтезируются более сложные молекулы, макромолекулярные компо​ненты клеток. Анаболизм всегда сопровождается с потреблением энергии. 

Метаболизм слагается из сотен различных ферментативных реак​ций. Однако, центральные метаболические пути немногочисленны и почти у всех живых форм в принципе едины. Метаболизм и катаболизм можно изобразить одной  схемой (рис.15).

   На первой стадии макромолекулы  (клетки или пищи) распадаются на свои составные части. На уровне макроорганизма эта стадия представляет собой пищеварение, когда в желудочно-кишечном тракте компоненты пищи распадаются (гидролизируются) на свои строительные блоки. Белки – до аминокислот, углеводы – до моносахаридов, жиры – до глицерина и высших жирных ки[image: image44.png]OH
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слот, которые всасываются в кровь и разносятся по всему организму, по всем клеткам.  

Рис.15.  Схематическое изображение стадий метаболизма. 
Вторая стадия метаболизма – промежуточный или тканевой обмен. Представляет собой совокупность всех химических превращений, к которым подвергаются органические молекулы с момента их попадания в клетку. Включает в себя как процессы катаболизма, так и анаболизма. Особенностью второй стадии катаболизма является то, что все продукты, образовав​шиеся после первой стадии, превращаются в еще более простые соедине​ния и в конечном итоге - в ацетил-КоА, т.е. в остатки уксусной кислоты связанные с коферментом А. Таким образом, все катаболические пути сходятся и ацетил КоА представляет собой общий конечный продукт второй стадии катаболизма.

Третья стадия метаболизма – образование и выделение конечных продуктов обмена из организма. Биохимическую основу этой стадии составляет окисление ацетил-КоА в цикл Кребса с последующим переносом водородов и электронов в дыхательной цепи. Цикл Кребса - общий конечный путь любого вида катаболизма, на котором все виды клеточного «топлива» окисляются до углекислого газа. Конечными продуктами метаболизма являются также вода и аммиак.

Анаболизм или диссимиляция (синтез) начинается с малых молекул-предшественников и также протекает в трех стадиях. Применительно для анаболизма можно выделить те же стадии катаболизма, но в обратной последовательности. Однако, катаболический путь и соответствующий ему, но противоположный по направлению анаболический путь, как правило, не совпадают. Они могут различаться промежуточными продуктами, отдельными стадиями и даже локализацией процессов в клетке. Все эти различия обеспечивают независимую друг от друга регуляцию синтеза и распада одного и того же вещества в клетке. 

	


Цикл Кребса

Цикл Кребса или цикл трикарбоновых кислот – основной универсальный цикл любой живой клетки. Завершающая стадия любого вида обмена веществ.  Служит главным образом для полного окисления остатков уксусной кислоты, т.е. простой двухуглеродной группы, которые поступают в виде КоА эфиров (ацетил-КоА). Цикл Кребса состоит из 8 основных стадий.
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               Рис. 16. Схема цикла Кребса.

За каждый оборот цикла окисляется один остаток активизированной уксусной кислоты (ацетил-КоА) или полностью окисляются 2 атома углерода и соответственно выделяются 2 СО2. Это и есть биологический смысл цикла Кребса. При этом клетка не несет никаких расходов – ни энергетических, ни материальных.  Как побочные продукты за каждый оборот цикла выделяются - 1 АТФ, ЗНАДН2 и 1ФАДН2. Главное биологическое значение цикла Кребса как раз в том, что за каждый оборот создается поток высокоэнергетичных частиц – атомов водорода, которые поступают в дыхательную цепь клетки и обеспечивают синтез АТФ.

Биологическое окисление
  В живых клетках постоянно расщепляются и синтезируются химические вещества, выполняется механическая работа, выделяется тепло. Процессы жизнедеятельности основаны на постоянном извлечении из органических молекул и потреблении энергии. Тепло для живой клетки не является сколько-нибудь существенным видом энергии, за счет которой выполнялась бы какая-либо работа.

Необходимая для функционирования клетки (живой материи) форма энергии – химическая энергия. Поэтому в клетках свободная энергия, извлеченная  из богатых энергией органических молекул, переводится в химическую, которая запасается в различных формах. Главным связывающим звеном между клеточными реакциями, идущими с выделением и потреблением энергии, как известно, является АТФ – аденозинтрифосфат.

Основной процесс, обеспечивающий клетку (организм) необходимым количеством химической энергии – биологическое окисление.

Биологическое окисление - совокупность всех окислительно-​восстановительных реакций, происходящих в клетках с участием мультиферментных систем. Биологическое окисление по химизму, по количеству конечных продуктов сопоставим с горением вещества. 

Биологическое окисление любого вещества можно рассматривать в двух фазах: анаэробной и аэробной. Основу анаэробной фазы составляет субстратное окисление, а аэробной фазы -  окисление в дыхательной цепи. 

Субстратное окисление - это отнятие атомов водорода или электронов от субстрата. Катализируется дегидрогеназами.

Окисление в дыхательной цепи – ферментативный перенос атомов водорода и электронов от субстрата к кислороду по специфической системе ферментов класса оксидоредуктаз.

В целом, биологическое окисление субстрата начинается с отнятия водорода - дегидрирования. Это происходит с участием НАД или ФАД содержащих дегидрогеназ (анаэробная фаза биологического окисления),  которые в ходе этой реакции восстанавливаются - НАДН2 или ФАДН2. В дальнейшем водороды восста​новленных коферментов передаются в систему ферментов дыхательной цепи (аэробная фаза биологиче​ского окисления).  

   Дыхательная цепь представляет собой специфическую систему окислительно-восстановительных ферментов.  

   Дыхательная цепь включает в себя около 40 разнообразных белков организованные в 4 большие мультиферментные комплексы, связанные с внутренней мембраной метахондрий. Различают ещё один комплекс обеспечивающий синтез АТФ.
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Рис. 17.  Блок-схема дыхательной цепи.

Комплекс I – пиридинзависимые дегидрогеназы, комплекс II – флавинзависимые дегидрогеназы, комплекс III – цитохромы  и комплекс IV - цитохромоксидазы.

   Служит для переноса от одного фермента к другому в начальных этапах атомов водородов,  в завершающих – электронов с последующей передачей их к атому кислорода. С физико-химической точки зрения процесс достаточно сложный. Ферменты в дыхательной цепи расположены так, что при каждом восстановлении затрачивается меньше энергии, чем выделяется при предшествующем этому окислении. Создается свободная энергия, которая, на определенных этапах процесса, используется для окислительного фосфорилирования АДФ с образованием АТФ.

Около 60% энергии, высвобождаемой в дыхательной цепи в результате окислительно-восстановительных реакций, используется для фосфорилирования АДФ с образованием АТФ. 40% выделяемой энер​гии рассеивается в виде тепла.

   Обобщая процессов в дыхательной цепи, можно сказать, что если водороды доставляются в дыхательную цепь дегидрогеназами с коферментом НАД, т.е. в виде НАДН2, то в результате переноса протонов и электронов об​разуются 3 АТФ, а если водороды доставляются в дыхательную цепь де​гидрогеназами, с коферментом ФАД (в виде ФАДН2) образуется 2 АТФ.

Поэтому в расче​тах энергетического баланса биологического окисления органических мо​лекул каждую молекулу НАДН2 условно приравнивают к 3 АТФ, а ка​ждую молекулу ФАДН2 к 2 АТФ. 

       Таким образом, зная валовое уравнение Цикла Кребса, путем несложных расчетов можно определить, что после каждого его оборота, с учетом процессов в дыхательной цепи, выделяются 12 молекул АТФ. 

9. Обмен углеводов

1. Окисление глюкозы в клетках.

2. Метаболизм пировиноградной кислоты.

3. Схематичное представление полного окисления молекулы глюкозы.

        Углеводы наряду с белками и липидами являются важнейшими биологическими соединениями. В организме животных имеются несколько десятков  разных моносахаридов и много различных олиго- и полисахаридов. Функции углеводов заключаются в том, что они, прежде всего, служат источником энергии. За счет их окисления обеспечивается около половины всей потребности животного в энергии, при этом главная роль принадлежит глюкозе и гликогену. Углеводы входят в состав структурно-функциональных компонентов клеток. Из углеводов могут синтезироваться соединения других классов, в частности липиды и некоторые аминокислоты. В организме животных и человека наиболее распространенным углеводом является глюкоза.

      Глюкоза – постоянная составная часть крови. Несмотря на периодическое поступление и постоянное изымание клетками, уровень глюкозы в крови поддерживается на определенном постоянном, характерном для каждого вида животного уровне.  У человека содержание глюкозы в крови колеблется от 80 до 120  мг%. Концентрация глюкозы в крови у различных видов с/х животных составляет,  мг%: 

     лошади            75-95          свиньи    80-100

     коровы             40-60          кролики 100-200

В поддержании постоянства уровня глюкозы в крови участвуют множество органов и тканей, физиологических и биохимических процессов. Центральную роль в этом процессе играют гликогенная функция печени и глюконеогенез. 

Избыточное количество глюкозы, поступающего из желудочно-кишечного тракта, в клетках печени превращается в гликоген. Реакции синтеза гликогена катализируются 1,4- и 1,6-глюкозилтрансферазами. Последнюю также называют гликогенветвящийся ферментом. В условиях недостаточного поступления глюкозы в кровь или снижения её уровня, гликоген печени расщепляется путем фосфорилаза и служит источником глюкозы. 

Гликоген синтезируется во всех клетках организма. Особенно много его в клетках лимфоидной ткани и мышечной ткани, где  служит легко мобилизуемым источником энергии. 

Глюконеогенез – образование или синтез глюкозы из продуктов неуглеводистого характера. Это может быть метаболиты липидного и белкового обмена, а также другие соединения, такие как пируват, молочная кислота и др.     

       Углеводный обмен в организме животных и человека складывается из следующих основных процессов:

· расщепление в желудочно-кишечном тракте полисахаридов и дисахаридов пищи, всасывание моносахаридов из кишечника в кровь;

· синтез и распад гликогена в тканях, прежде всего в печени;

· анаэробное и аэробное  окисление глюкозы. 

· взаимопревращение гексоз;

· метаболизм пирувата. Этот процесс выходит за рамки углеводного обмена, однако может рассматриваться как промежуточная его стадия. 

Окисление глюкозы

Окисление глюкозы, как все процессы окисления в целом, бывает аэробное и анаэробное. 

Аэробное окисление или прямое окисление, или петозофосфатный путь окисления глюкозы по биоэнергетике не является главным. Основное его предназначение в снабжении клетки с фосфорилированными пентозами, в создании условий для взаимопревращений гексоз, а также в генерации восстановителей типа НАДФН.

Анаэробное окисление глюкозы – гликолиз. 

Гликолиз – центральный путь катаболизма глюкозы. Гликолиз – биохимический процесс, в ходе которого молекула глюкозы в десяти последовательных реакциях расщепляется до двух молекул пировиноградной кислоты (пируват).
Условно, гликолиз можно рассматривать в двух стадиях по пять реакций в каждой. Если первую стадию можно 
назвать подготовительной, то вторую – энергетической. 

Первая стадия:

1. Фосфорилирование глюкозы. Фермент - гексокиназа. Расходуется АТФ, продукт реакции – глюкоза-6-фосфат;

Фермент гексокиназа способен катализировать  фосфорилирование не только D-глюкозы, но и других гексоз, в частности D-фруктозы, D-маннозы и т.д.  В печени, кроме гексокиназы, существует фермент  глюкокиназа, который катализирует фосфорилирование только D-глюкозы.

2. Изомеризация глюкоза-6-фосфат в фруктоза-6-фосфат. Фермент – фосфоглюкоизомераза. 

3. Фосфорилирование фруктозы-6-фосфат с образованием фруктоза-1,6-дифосфат. Фермент - фосфофруктокиназа, расходуется АТФ.

Данная реакция практически необратима, протекает в присутствии ионов магния и является наиболее медленно текущей реакцией гликолиза и определяет скорость гликолиза в целом.

4. Альдолазная реакция. Фермент – альдолаза (углерод – углерод лиаза). В целом, можно сказать, что предыдущие реакции служат для подготовки данной реакции. Фруктоза-1,6-дифосфат расщепляется на две фосфотриозы – диоксиацетонфосфат и фосфоглицериновый альдегид.

 5. Изомеризация триозофосфатов. Катализируется  триозофосфатизомеразой.

Равновесие данной реакции сдвинуто в сторону образования диоксиацетонфосфата. Однако из-за того, что в последующие реакции гликолиза вовлекается только глицеральдегид-3-фосфат, по мере его  потребления диоксиацетонфосфат превращается в глицеральдегид-3-фосфат.

Таким образом, в первой стадии, в реакциях фосфорилирования, расходуется 2 молекулы АТФ и образуются триозофосфаты - 2 молекулы 3-фосфоглицеральдегида, которые вовлекаются в окисление во второй стадии. 

Вторая стадия:

1. Окислительное фосфорилирование глицеральдегид-3-фосфата. Фермент НАД содержащая дегидрогеназа, участвует неорганический фосфат, продукт реакции - макроэргическое соединение 1,3-дифосфоглицерат. Выделяется НАДН2.

Значение этой реакции в том, что энергия, высвобождающаяся при окислении фосфоглицеральдегида, запасается в макроэргической фосфатной связи дифосфоглицерата. 

2. Реакция является логическим продолжением предыдущей. Катализируется фосфоглицераткиназой, при этом происходит передача богатого энергией фосфатного остатка (фосфатной группы в положении 1) на АДФ с образованием АТФ и 3-фосфоглицериновой кислоты (3-фосфоглицерат).

3. Внутримолекулярный перенос  фосфатной группы, и превращение 3-фосфоглицерата в 2-фосфоглицерат. Фермент фосфоглюкомутаза.

4. Реакция дегидратации. 2-фосфоглицерат в результате отщепления молекулы воды превращается в фосфоенолпировиноградную кислоту (фосфоенолпируват), а фосфатная связь в положении 2 становится высокоэргической.

5. Перенос макроэргической фосфатной группы на АДФ. Фермент – пируваткиназа, продукт – пируват и выделяется АТФ.

Во второй стадии образуются 2 молекулы пируват, выделяются 2 НАДН2 и 4 АТФ.

Суммарное уравнение гликолиза:

Глюкоза ( 2 пируват + 2НАДН2 + 2АТФ
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          Рис. 18. Химизм гликолиза.

В гликолиз могут вовлекаться и другие углеводы, только моносахариды при этом должны превращаться в глюкозу. Если гликолиз начинается с предварительного расщепления гликогена, т.е. источником глюкозы является гликоген, то процесс называется – гликогенолиз.
Метаболизм пирувата.

Пируват – конечный продукт гликолиза. В организме высших животных и человека в зависимости от условий и состояния клеток подвергается дальнейшему превращению двумя основными способами.

1. В условиях кислородной недостаточности пируват  превращается в молочную кислоту (лактат). Гликолиз, с последующим превращением пирувата в лактат, называется молочнокислое брожение. В анаэробных условиях, когда кислород не успевает доставляться к тканям, например, клеткам мышечной ткани  при больших физических нагрузках, данный процесс служит одним из важнейших источников АТФ.

Брожение – общий термин, означающий анаэробный распад органических молекул. В основе брожения углеводов лежит гликолиз. По конечному продукту выделяют различные виды брожения, и все они эволюционно развивались как способ добывания живыми клетками энергии из органических молекул.

 Молочнокислое брожение, например, лежит в основе жизнедеятельности молочнокислых бактерий.

 У некоторых микроорганизмов: дрожжей рода Saccharomyces, бактерий различных таксономических групп (Erwinia amylovora, Zymomonas mobilis), а также у мезофильных и термофильных бактерий (Lactococcus lactis, Clostridium thermohydrosulfuri-cum) пируват превращается в этиловый спирт – спиртовое брожение.

Различают также пропионовокислое, маслянокислое и др. виды брожения.

2. В аэробных условиях пировиноградная кислота подвергается окислительному декарбоксилированию в присутствии кофермента А и превращается в ацетил-КоА. Дальнейшая судьба ацетильных групп весьма предсказуема – окисление в цикле Кребса с последующим переносом электронов в дыхательной цепи.

Схематичное представление полного окисления 
молекулы глюкозы.
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Любые химические превращения глюкозы в клетках животных и человека начинается с её фосфорилирования под действием ферментов гексо- или глюкокиназ с образованием глюкоза-6-фосфат. 6-фосфоглюкоза в дальнейшем может использоваться в трех основных направлениях. 
Рис. 19. Основные пути превращений глюкозы

Во-первых, синтез гликогена. Первая реакция на этом пути - превращение глюкозы-6-фосфат в глюкозу-1-фосфат, катализируется фосфоглюкомутазой. 
Во-вторых, аэробное окисление или пентозофосфатный путь превращения. Первая реакция этого пути превращений - прямое окисление 6-фосфоглюкозы с образованием 6-фосфоглюконат. 
В третьих, вовлечение глюкозы в гликолиз.

Полное окисление глюкозы (биологическое окисление) до СО2 и Н2О можно рассматривать в трех стадиях.

Первой стадия - гликолиз. 

Глюкоза => 2 Пируват + 2НАДН2 + 2 АТФ;

 Вторая или промежуточная стадия - окислительное декарбоксилирование пирувата:

2 Пируват => 2Ацетил-КоА + 2НАДН2

Заключительная стадия - окисление 2 молекул ацетил-КоА в цикле Кребса с последующим переносом  электронов в дыхательной цепи.

2Ацетил-КоА => 2 АТФ + 6НАДН2 + 2 ФАДН2 = 24 АТФ (см.выше).

Таким образом, суммарный выход АТФ при полном окислении одной молекулы глю​козы - 38 молекул.

10. Обмен липидов (жиров)

1. Окисление высших жирных кислот и глицерина.

2.  Энергетический баланс окисления ВЖК и глицерина.

3. Метаболизм кетоновых тел.

4. Биосинтез жиров и фосфолипидов.

Липиды - обширная группа биоорганических соединений и поэтому не имеют единой хи​мической характеристики. Однако, в извест​ной мере их можно рассматривать как класс органических соединений, большинство из которых принадлежат сложным эфирам мно​гоатомных или специфически построенных спиртов с высшими жирными кислотами. Ли​пиды характеризуются также различной рас​творимостью в органических растворителях и, как правило, нерастворимы в воде.

В зависимости от химического состава липиды подразделяют  на простые и сложные. Простые липиды включают вещества, молекулы которых состоят только из остатков жирных кислот и спиртов. К ним относят жиры (триглицириды) – сложные эфиры высших жирных кислот и трехатомного спирта – глицирина;  воска – сложные эфиры высших жирных кислот и высших спиртов; стериды – сложные эфиры высших жирных кислот и полициклических спиртов – стеролов. 

Сложные липиды имеют многокомпонентные молекулы, компоненты которых соединены химическими связями различного типа. К ним принадлежат: фосфолипиды, состоящие из остатков высших жирных кислот, глицерина или других многоатомных спиртов, фосфорной кислоты и азотистых оснований той или иной природы; гликолипиды, включающие в свой состав наряду с многоатомным спиртом и высшей жирной кислотой также углеводы. Однако следует отметить, что существуют и другие методы классификации липидов.

       Липиды играют важную роль в процессах жизнедеятельности организма. Они обладают способностью образовывать со многими вы​сокомолекулярными соединениями ком​плексы.  В виде таких комплексов, особенно с белками, липиды входят в состав мембранных структур. Образуя структурный матрикс  в виде двойных липидных слоёв, липиды являются основой любой биологической мембраны, влияют на их проницаемость, уча​ствуют в передаче нервного импульса, созда​нии межклеточных контактов. Благодаря особенностям и участию мембранного аппарата,  в клетке реализуются такие важные биологические функции липидов, как регуляция деятельности ряда гормонов и активности ферментов (сейчас известно несколько сотен липидзависимых ферментов); влияние на процессы транспорта метаболитов и макромолекул, контроль реакций биологического окисления и энергетического обмена и др.  Незаменима роль липидов, особенно жиров, в обеспече​нии организма энергией. При окислении 1моля жира в организме выделяется 9,3 ккал. энергии. Естественно, что при окислении липидов возникают метаболиты, широко вовлекаемые в биосинтез других соединений.

Промежуточный обмен жиров включает следующие основные процессы: 

· расщепление триглицеридов  в тканях с образованием высших жирных кислот и глицерина; 

· окисление ВЖК и глицерина; 

· образование и расщепление кетоновых тел; 

· био​синтез жиров, фосфоглице​ридов и др. классов липидов.

          Окисление высших жирных кислот 

Центральным биохимическим процессом в катаболизме липидов является окисление высших жирных кислот. Различают несколько видов окисления ВЖК, среди которых центральное место занимает β-окисление. β-окисление происходит в матриксе митохондрий клеток, практически всех тканей организма. Наиболее интенсивно протекает в клетках печени, а в мозговой ткани скорость окисления жирных кислот весьма незначительна. Объясняется это тем, что основным источником энергии в мозговой ткани служит глюкоза.  Впервые выдвинул гипотезу β-окисления жирных кислот в 1904 г. Франц Кнооп. Большой вклад в расшифровку механизмов β-окисления внесли также Альберт Ленинджер и Феодор Линен (спираль Линена).

 β-окисление - это расщепление длинной углеводородной цепи ВЖК до моле​кул ацетил-КоА в циклично повторяемых, последовательных 4-х реакциях. 

   Свободная жирная кислота является метаболически инертной и не может подвергаться никаким биохимическим превращениям. Активация жирной кислоты протекает на наружной поверхности мембраны митохондрий при участии АТФ и коэнзима A. Реакция катализируется ферментом ацил-КоА-синтетазой и в результате образуется ацил-КоА - активная форма жирной кислоты.

   Переносчиком активированных жирных кислот 

с длинной цепью через внутреннюю митохондриальную мембрану служит карнитин.

За каждый цикл процесса молекула жирной кислоты укорачивается на 2 атома углерода. Как побочные продукты выделяются также по одной молекуле НАДН2 и ФАДН2.

Жирные кислоты, входящие в состав естественных жиров животных и растений, имеют четное число углеродных атомов. Поэтому любая такая кислота, от которой отщепляется по паре углеродных атомов, в конечном итоге проходит через стадию масляной кислоты (четырехуглеродный фрагмент – бутирил-КоА). После очередного цикла β-окисления бутирил-КоА распадается на две молекулы ацетил-КоА. 

Таким образом, при β-окислении любой ВЖК на последней стадии выделяются 2 молекулы ацетил-КоА. Следовательно, количество этапов (циклов) всегда меньше чем количество образовавшихся ацетил-КоА на одного. Это важно знать в расчетах энергетического баланса процесса.
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         Рис. 20.  Химизм β-окисления ВЖК

Энергетический баланс β-окисления

Валовое уравнение каждого цикла можно выразить сле​дующей схематичной формулой:

ВЖК -> НАДН2 + ФАДН2 + ацетил-КоА + ВЖК, укороченная на 2 атома углерода.
В расчетах энергетического баланса биохимических процессов необ​ходимо уметь выделять основные стадии и знать валовые уравнения каж​дого этапа. 

При полном окислении жирных кислот начальной стадией процесса является β-окисление, а заключительной – окисление ацетил-КоА в цикле Кребса с последующим переносом электронов и окислительным фосфорилированием в дыхательной цепи.
    Например, необходимо вычислить суммарный выход АТФ  при полном окислении одной молекулы миристиновой кислоты.
   Углеводородная цепь миристиновой кислоты состоит из 14 углеродов. Следовательно, расщепление её на 7 молекул ацетил-КоА в β-окислении произойдет за 6 циклов. Валовое уравнение:

   Миристиновая кислота —> 6НАДН2 + 6ФАДН2 + 7ацетил-КоА.

6НАДН2 = 6x3=18 АТФ;

6ФАДН2 = 6x2= 12 АТФ;

7ацетил-КоА = 7 х 12 = 84 АТФ (см. окисление в цикле Кребса);

В сумме, при полном окислении одной молекулы миристиновой кислоты образуется 114 АТФ.

Окисление глицерина
Глицерин, образовавшийся при гидролизе жиров и других глицеридов, может подвергаться различным химическим превращениям. Любые превращения глицерина начинаются с его фосфорилирования и образования фосфоглицерина. Фермент – глицеролкиназа, расходуется АТФ. 3-фосфоглицерин с участием НАД содержащей дегидрогеназы подвергается окислению и образуется 3-фосфоглицериновый альдегид – промежуточный продукт гликолиза. В связи с этим, дальнейшая судьба фосфоглицеринового альдегида весьма предсказуема. Конечно, в зависимости от условий и потребностей организма он может использоваться разными путями, но с точки зрения биоэнергетики путь один – окисление по схеме гликолиза. 

Метаболизм кетоновых тел
К кетоновым телам относят три соединения:
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В крови здорового человека кетоновые тела содержатся лишь в очень небольших количествах (0,3–0,2 ммоль/л). При некоторых  патологических состояниях,  при голодании концентрация кетоновых тел в сыворотке крови резко увеличивается и может достигать 16–20 ммоль/л. 

Кетоновые тела образуются в печени. Стимулом для образования кетоновых тел служит поступление большого количества жирных кислот в печень. При состояниях активирующих липолиз в жировой ткани, не менее 30% жирных кислот задерживаются печенью.  Однако, нужно помнить, что синтез кетоновых тел идет постоянно. Считается доказанным ведущая роль кетоновых тел в поддержании энергетического гомеостаза. Кетоновые тела – своего рода поставщики топлива для мышц, мозга, почек.  Сердечная мышца, кора надпочечников используют как источник энергии  ацетоацетат гораздо больше, чем глюкозу в физиологических условиях. 

Механизм синтеза  кетоновых тел может идти двумя путями, в частности с конденсацией двух или трех молекул ацетил-КоА. Центральное место, как в механизме синтеза, так и в механизме распада кетоновых тел занимает ацетоацетат. Ацетоацетат может восстанавливаться до 3-оксибутират или декарбоксилироваться с образованием ацетона.  Кетоновые тела поступают в кровь и разносятся по тканям. Ацетон, как летучее вещество, легко удаляется выдыхаемым воздухом или потом. В целом, можно предположить, что его образование происходит спонтанно и никакой физиологической роли не играет.

Реакции утилизации кетоновых тел примерно совпадают с обратным направлением реакций синтеза. Ацетоацетат активизируется в митохондриях клеток периферических тканей и подвергается расщеплению по механизму тиолазной реакции β-окисления. Образуется две молекулы ацетил-КоА, которые обеспечивают, при полном окислении, выход 24 АТФ. Таким образом, образование и распад кетоновых тел в организме животных может считаться одним из основных способов перераспределения энергии.  

Биосинтез жиров и фосфолипидов.

Синтез триглицеридов происходит из глицерина и жирных кислот, через образование 3-фосфоглицерина как промежуточного соединения.

В тканях, где активность фермента  глицеролкиназы высока например, в почках, глицерин фосфорилируется за счет АТФ с образованием глицерол-3-фосфата. В жировой ткани, в мышцах вследствие низкой активности этого фермента, образование глицерол-3-фосфата сопряжено с гликолизом и происходит за счет восстановления диоксиацетонфосфата.
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  Образовавшийся тем или иным путем 3-фосфоглицерин ацилируется двумя молекулами ацил- КоА. В  результате образуется фосфатидная кислота:

Фосфатидная кислота является общим промежуточным продуктом, как при синтезе жиров, так и фосфоглицеридов.

 При синтезе жиров фосфатидная кислота дефосфорилируется (щелочная фосфотаза) и происходит дальнейшее ацилирование.
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Синтез фосфоглицеридов начинается с взаимодействия  фосфатидной кислоты с ЦТФ. Образуется соединение – диглицерид-ЦДФ, являющийся общим продуктом при синтезе всех фосфолипидов.

Затем происходит перенос на фосфатидильный остаток серина с образованием фосфатидилсерина – предшественника фосфатидилэтаноламина (кефалина), фосфатидилхолина (лейцитина). 
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11. Обмен белков

1.  Особенности обмена белка.

2. Катаболизм аминокислот.


3. Универсальные процессы в катаболизме аминокислот.

4. Способы обезвреживания аммиака. 

5. Биосинтез белка.       

Обмен белка занимает центральное место среди многообразных процессов метаболизма, свойствен​ных живой материи. Все другие виды обмена — угле​водный, липидный,  нуклеиновый, минеральный и др. прежде всего об​служивают обмен белков и в т.ч. специфический биосинтез белка. Белковый обмен весьма строго специфичен, обеспечивает непрерывность воспроизводства и об​новления белковых тел организма. 

Именно белковый об​мен ко​ординирует, регулирует и интегрирует много​образие химических превращений в целостном живом орга​низме, подчиняя его сохранению вида, непре​рывно​сти жизни. По сравнению с другими видами обмена веществ обмен белка имеет ряд особенностей.
Особенности обмена белка
Одной из характерных особенностей белкового обмена является его чрезвычайная разветвлённость. В превращениях 20 с лишним аминокислот белковой моле​кулы  в организме животных участвуют несколько сотен  промежуточных продуктов, тесно связанных с метаболитами обмена углеводов и липидов. Блокирование какого - либо специфического пути  обмена, даже одной ами​нокислоты может привести к появлению совершенно неизвестных продук​тов.

Состояние белкового обмена определяется множеством факторов, как экзогенных, так и эн​до​генных. Большое значение при этом играет биологическая полноценность белков пищи (корма). Любые отклонения от нормального физиоло​гического состояния организма, нарушения в обмене углеводов, липидов и др. незамедлительно от​ражаются на азоти​стом обмене. 

Состояние обмена белка в живом организме можно характеризовать балансом азота. Этот термин означает количественную разницу между введенным с пищей азота и выведенным его в виде конечных продуктов выраженных в одинаковых единицах. Поскольку, как основная масса азота пищи представлена белками, так и большинство выделяемых конечных азотистых продуктов является следствием распада белка, принято считать, что для правильной оценки состояния обмена белков достаточно точным критерием может быть определение азотистого баланса.  Кроме того, среднее содержание азота в белках, более или менее постоянная величина и составляет 16%. Для пересчета общего азота на белок нужно найденное его общее количество умножить на коэффициент 6,25. С понятием азотистого баланса тесно связана проблема о нормах белка в кормлении животных.

Различают 3 вида азотистого баланса организма: положительный, нулевой (азотистое равновесие) и отрицательный. 

В клинической биохимии различают понятия белковый и небелковый азот. Количе​ство небелкового азота  в крови животных не велико  и находится в пределах 20—60 мг%.  Сюда входят, в основном, азот мочевины, аминокислот, мочевой кислоты креатина и креатинина, индикана и др. Небелковый азот крови называют также остаточным азотом, то есть остающийся в фильтрате после осаждения белков.

У здоровых животных колебания в содержании небелкового азота в крови незначительны и в основном зависят от количества поступающих с кормом белков. Однако, многие патологические состояния сопровождаются резким повышением содержания небелкового азота в крови. Такое состояние носит название азотемии. 

Основные особенности обмена белков проявляются на стадии промежуточного обмена и их можно объяснить двумя факторами:

Во-первых, энергетическая ценность аминокислот не высока и выполняют в клетке, прежде всего, функции строительных материалов. В связи с этим, в обмене белков центральную роль играют не процессы катаболизма, а анаболизма, т.е. синтеза белка. Во-вторых, в живой клетке не существуют единые, универсальные механизмы расщепления аминокислот. Каждая аминокислота подвергается распаду по индивидуальному механизму.

Катаболизм аминокислот

Если известно 20 белковых аминокислот, то в каждой клетке, как минимум, функционируют 20 путей их катаболизма. Однако, несмотря на такое многообразие катаболических путей, конечных продуктов тканевого обмена аминокислот немного, т.е. 20 способов расщепления аминокислот на определенных этапах сливаются и приводят к образованию всего лишь 5 различных продуктов, которые [image: image50.png]


затем вступают в цикл трикарбоновых кислот и окисляются полностью.

Рис. 21.  Пути превращений аминокислот.

Углеродные скелеты 10 аминокислот расщепляются до ацетил-КоА. Причем, 5 из этих 10 аминокислот (аланин, цистеин, глицин, серин, треонин) расщепляются до ацетил-КоА через пируват. Другие 5 (фенилаланин, тирозин, лейцин, лизин, триптофан) – через ацетоацетил-КоА. Как известно, ацетоацетил-КоА является центральным продуктом в метаболизме кетоновых тел. В печени из этих аминокислот могут образовываться кетоновые тела и поэтому их называют кетогенными. Остальных – глюкогенными, т.к. из пирувата легко синтезируется глюкоза. Однако такое разделение аминокислот весьма условное, потому что, в целом всех аминокислот можно называть глюкогенными, тем более некоторые аминокислоты могут расщепляться, как с образованием пирувата, так и ацетоацетил-КоА. 

Кроме ацетил-КоА, при катаболизме аминокислот могут образоваться α-кетоглутарат, сукцинил-КоА, фумарат и оксалоацетат (рис.21).

Универсальные процессы в катаболизме

 аминокислот.
Каждая аминокислота подвергается распаду по индивидуальному механизму. Некоторые катаболические пути достаточно сложные, многоступенчатые (до 13 последовательных реакций), с образованием большого количества метаболитов, которые в свою очередь могут вовлекаться в различные биохимические процессы. Например, при расщеплении триптофана образуются продукты, которые могут служить предшественниками нейрогормона серотонина, никотиновой кислоты и др. 

Известны ряд превращений, которые встречаются в способах расщепления всех аминокислот, т.е. они являются общими для всех катаболических путей. К ним относятся: дезаминирование, трансаминирование и декарбоксилирование. В биологии они больше известны, как универсальные механизмы расщепления аминокислот.

Дезаминирование – отщепление аминогрупп аминокислот. Доказано существование четырех типов дезаминирования. Во всех случаях NH2 группа аминокислот освобождается в виде NH3.

1. Восстановительное дезаминирование.

2. Гидролитическое дезаминирование.


3. Внутримолекулярное дезаминирование.


4. Окислительное дезаминирование.

Преобладающим типом для животных тканей, растений и большинства аэробных микроорганизмов является окислительное дезаминирование аминокислот, протекающее в двух стадиях с образованием неустойчивого промежуточного продукта - иминокислоты. Однако нужно отметить, что большинство ферментов, катализирующие окислительное дезаминирование аминокислот, при физиологических значениях рН малоактивны. В животных тканях наиболее активным, является фермент, катализирующий окислительное дезаминирование  глутаминовой кислоты - глутаматдегидрогеназа.  Конечным продуктом реакции является α-кетоглутарат.

Трансаминирование (переаминирование) - реакции межмолекулярного переноса аминогруппы от аминокислоты на α-кетокислоту без промежуточного образования аммиака.

Реакции трансаминирования являются обратимыми и универсальными для всех живых организмов. Протекают при участии специфических ферментов - аминотрансфераз. В трансаминировании могут участвовать любая α-аминокислота и любая α-кетокислота с образованием новой амино- и кетокислоты. Учитывая тот факт, что в животных тканях с высокой скоростью подвергается окислительному дезаминированию глутаминовая кислота, можно предположить, что одним из основных субстратов для трансаминирования является α-кетогутарат. В настоящее время считается доказанным не только то, что практически все аминокислоты реагируют с α-кетоглутаровой кислотой с образованием глутаминовой кислоты и соответствующей кетокислоты, но и то, что реакции трансаминирования и окислительного дезаминирования сопряжены в едином процессе, который протекает по схеме:
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    Рис. 22. Схема непрямого дезаминирования аминокислот

Поскольку все реакции данного процесса являются обратимыми, создаются условия для синтеза по существу любой аминокислоты, при наличии соответствующий α-кетокислоты. 

Декарбоксилирование - отщепление карбоксильной группы аминокислот в виде углекислого газа. Реакция является необратимой и катализируется декарбоксилазами. Различают несколько видов декарбоксилирования, среди которых наибольшее распространение получило α-декарбоксилирование, т.е. отщепление –СООН группы у α-углерода аминокислоты. Продуктами декарбоксилирования являются СО2 и амины, а также могут быть диамины и новая аминокислота в зависимости от характера декарбоксилируемой аминокислоты. 

Некоторые амины (триптамин, гистамин) обладают биологической активностью, среди диаминов известны ядовитые вещества (кадаверин, путресцин). Существуют специальные механизмы обезвреживания подобных соединений, суть которых в целом сводится к окислительному дезаминированию с выделением аммиака. 

Способы обезвреживания аммиака.

Одним из конечных продуктов обмена аминокислот является высокотоксичное соединение - аммиак. Поэтому концентрация аммиака в организме должна сохраняться на низком уровне. Действительно, уровень аммиака в крови в норме не превышает 60 мкмоль/л (это почти в 100 раз меньше концентрации глюкозы в крови). В организме человека подвергается распаду около 100 г аминокислот в сутки, следовательно, высвобождается около 15 г аммиака. В опытах на кроликах показано, что концентрация аммиака 3 ммоль/л является летальной. Таким образом, аммиак должен подвергаться постоянному обезвреживанию с образованием нетоксичных соединений, легко выделяющихся с мочой.

Можно выделить несколько основных способов обезвреживания аммиака.

- образование амидов дикарбоновых аминокислот (восстановительное аминирование);

- синтез мочевины;

- образование аммонийных солей;

1.  Восстановительное аминирование.
Одним из путей связывания и обезвреживания аммиака в организме, в частности в мозге, сетчатке, почках, печени и мышцах - это биосинтез амидов глутаминовой и аспарагиновой кислот (глутамина или аспарагина).

Образование глутамина (аспарагина) является, во-первых, экспресс способом нейтрализации аммиака и во-вторых, способом переноса аммиака от периферических тканей к печени и почкам, где происходит окончательное обезвреживание этого яда и выведение из организма.
       Обезвреживание аммиака путем синтеза глутами-на имеет и анаболическое значение, поскольку глутамин  используется для синтеза  ряда  соединений. Амидная группа глутамина может использоваться для синтеза аспарагина,   глюкозамина   и   других   аминосахаров, пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов.  Таким образом,  в  этих реакциях азот аммиака включается в разнообразные структурно-функциональные компоненты клетки.

 2.      Образование аммонийных солей.

В целом, весь аммиак из организма удаляется с мочой двумя путями:

-  в виде мочевины, которая синтезируется в печени;

- в виде солей аммония образующихся в эпителии канальцев почек; 

Экскреция аммиака с мочой в норме невелика — около 0,5 г в сутки. Но она в несколько раз повышается при ацидозе. 

Синтез аммонийных солей происходит в просвете канальцев почек из секретируемых сюда аммиака и фильтрующихся анионов первичной мочи. 

Аммиак в почках образуется также за счет амидной группы глутамина крови, который не задерживается в печени. Глутамин гидролизуется  глутаминазой, имеющейся в клетках эпителия канальцев почки

Образование солей аммония в почечных канальцах является важным механизмом регуляции кислотно-основного состояния организма. Оно резко возрастает при метаболическом ацидозе - накоплении в организме кислот и снижается при потере кислот организмом (алкалозе).

3. Основным механизмом обезвреживания аммиака в организме является синтез мочевины. Мочевина выводится из организма с мочой в качестве главного конечного продукта белкового обмена. На долю мочевины приходится до 80-85 % от всего выводимого из организма азота. Основным местом синтеза мочевины является печень. Синтез мочевины является циклическим метаболическим процессом и носит название орнитинового цикла мочевинообразования Кребса. 

Орнитиновый цикл тесно связан с циклом трикарбоновых кислот (бицикл Кребса). Механизм процесса достаточно простой, рассматривается всего лишь в трех стадиях. Однако особенностью цикла является то, что ферменты реакций распределены между цитоплазмой и митохондрией клеток. 

За каждый оборот цикла из двух молекул аммиака синтезируется одна молекула мочевины, и расходуются три молекулы АТФ.
                   Рис. 23.  Схема биосинтеза мочевины.
Биосинтез белка

Синтез белка непрерывно происходит в каждой живой клетке. Белоксинтезирующая система клетки предполагает координированного взаимодействия более 300 различных макромолекул и включает набор всех 20 аминокислот, входящих в состав белковых молекул; минимум 20 разных тРНК; набор минимум 20 различных ферментов – аминоацил-тРНК-синтетаз; рибосомы; белковые факторы, участвующие в синтезе на разных уровнях трансляции;  иРНК в качестве главного компонента системы, несущей информацию о структуре белка, синтезирующегося в рибосоме.

Несмотря на такую сложность белки в клетке синтезируются достаточно высокой скоростью. Например, в клетках E.coli, белок, состоящий из 100 аминокислот, синтезируется за 5 сек. 


Рис. 24. Принципиальная схема  биосинтеза  белка  (по А.С. Спирину). Кружочки – свободные аминокислоты и их остатки в составе полипептидной цепи.

Аминокислотная последовательность белка (первичная структура), как известно, закодирована в генах. Матричная РНК (мРНК) или информационная РНК (иРНК) служит для переноса генетической информации от ДНК в ядре до цитоплазмы, где она соединяется с рибосомами и служит матрицей, на которой осуществляется синтез белка. Процесс синтеза информационного РНК называется транскрипция. После того как стало известно особенности строения гена был полностью расшифрован механизм транскрипции. Предварительно синтезируется полная комплиментарная копия гена – pro-и РНК, котрая претерпевает затем процесс созревания (процессинг иРНК).

Процессинг состоит в ферментативном разрезании первичного транскрипта с последующим удалением его интронных участков и воссоединением (сплайсингом) экзонных участков, формирующих непрерывную кодирующую последовательность зрелой мРНК, которая в дальнейшем участвует в трансляции генетической информации. Во время процессинга происходит также модификация 5'-и 3'-концов формирующейся зрелой молекулы мРНК.

Трансляция как очередной этап реализации генетической информации заключается в синтезе полипептида на рибосоме, при котором в качестве матрицы используется молекула мРНК. 

Трансляцию можно представить как процесс перевода «нуклеотидного языка» иРНК на «аминокислотный» полипептидной цепи молекулы белка. Происходит данный процесс благодаря тому, что в нуклеотидной последовательности мРНК имеются кодовые «слова» для каждой аминокислоты – генетический код. Каждое последовательное тройное сочетание нуклеотидов кодирует одну аминокислоту – кодон. Генетический код состоит из 64 кодонов. 

Генетический код является вырожденным. Это означает, что большинство аминокислот кодируется несколькими кодонами. Последовательность первых двух нуклеотидов определяет специфичность каждого кодона, т.е. кодоны кодирующие одну и ту же аминокислоту различаются только третьими нуклеотидами. 

Другой отличительной особенностью генетического кода является его непрерывность, отсутствие «знаков препинания», т.е. сигналов, указывающих на конец одного кодона и начало другого. Другими словами, код является линейным, однонаправленным и непрерывающимся. Наиболее существенной особенностью кода является его универсальность для всех живых организмов от бактерий до человека. Код не подвергся существенным изменениям за миллионы лет эволюции.

Среди 64 кодонов 3, а именно УАГ, УАА, УГА, оказываются «бессмысленными». Эти кодоны выполняют важную функцию сигналов терминации в синтезе полипептида в рибосомах.

         Процесс трансляции можно условно подразделить на три основные стадии — инициацию, элонгацию и терминацию.

Инициация трансляции обеспечивается соединением молекулы мРНК с определенной областью малой субъединицы диссоциированной рибосомы и формированием инициирующего комплекса. 

Процесс элонгации непосредственно связан с большой субъединицей рибосом, которая имеет специфические участки – А (аминокислотный) и Р (пептидильный). Начинается с образования пептидной связи между инициирующей (первой в цепочке) и последующей (второй) аминокислотами. Затем происходит перемещение рибосомы на один триплет мРНК в направлении 5'→ 3', что сопровождается отсоединением инициирующей тРНК от матрицы (мРНК), от инициирующей аминокислоты и выходом ее в цитоплазму. При этом вторая по счету аминоацил-тРНК передвигается из A-участка в Р-участок, а освободившийся А -участок занимается следующей (третьей по счету) аминоацил-тРНК. Процесс последовательного передвижения рибосомы «триплетными шагами» по нити мРНК повторяется, сопровождаясь освобождением тРНК, поступающих в Р-участок, и наращиванием аминокислотной последовательности синтезируемого полипептида.

Терминация трансляции связана с вхождением одного из трех известных стоп-триплетов мРНК в А-участок рибосомы. Поскольку такой триплет не несет информации о какой-либо аминокислоте, но узнается соответствующими белками терминации, то процесс синтеза полипептида прекращается и он отсоединяется от матрицы (мРНК).

Посттрансляционная модификация полипептида представляет собой завершающий этап реализации генетической информации в клетке, приводящий к превращению синтезированного полипептида в функционально активную молекулу белка. При этом первичный полипептид может претерпевать процессинг, состоящий в ферментативном удалении инициирующих аминокислот, отщеплении других (ненужных) аминокислотных остатков и формирование уровней структурной организации и др. 

12. Взаимосвязь процессов обмена веществ

 в организме

Живой организм и его функционирование находятся в постоянной зависимости от окружающей среды. Все превращения органических веществ, процессы анаболизма и катаболизма тесно связаны друг с другом. В организме человека и животных, как и в живой природе вообще, не существует самостоятельного обмена белков, жиров, углеводов и нуклеиновых кислот. Все превращения объединены в целостный процесс метаболизма, все взаимопревращения диктуются физиологическими потребностями организма, а также целесообразностью замены одних органических веществ другими.

Еще Кребс и Корнберг отмечали, что, несмотря на огромное разнообразие пищевых веществ, число химических реакций, обеспечивающих их превращения и образование энергии, «удивительно мало». Эти закономерности свойственны как организму животных и человека, так и микроорганизмам и растениям.  

В настоящее время экспериментально обосновано существование трех главных этапов распада молекул углеводов, белков и жиров, которые интегрируют образование энергии из основных пищевых источников. На I этапе полисахариды расщепляются до моносахаридов (обычно гексоз); жиры распадаются на глицерин и высшие жирные кислоты, а белки – на составляющие их свободные аминокислоты. Следует подчеркнуть, что указанные процессы в основном являются гидролитическими, поэтому освобождающаяся в небольшом количестве энергия почти целиком используется организмами в качестве тепла.

       На II этапе мономерные молекулы (гексозы, глицерин, жирные кислоты и аминокислоты) подвергаются дальнейшему распаду, в процессе которого образуются богатые энергией фосфатные соединения и ацетил-КоА. Только для аминокислот ситуация на II этапе несколько отлична. При преимущественном использовании аминокислот в качестве источника энергии (при дефиците углеводов или при сахарном диабете) некоторые из них непосредственно превращаются в метаболиты лимоннокислого цикла, другие – опосредованно через глутамат (пролин, гистидин, аргинин), третьи – в пируват и далее в ацетил-КоА. В целом, II этап можно назвать этапом образования ацетил-КоА, являющегося по существу единым (общим) промежуточным продуктом катаболизма основных пищевых веществ в клетках. 

        На III этапе ацетил-КоА (и некоторые другие метаболиты, например α-кетоглутарат, оксалоацетат) подвергаются окислению («сгоранию») в цикле ди- и трикарбоновых кислот Кребса. Окисление сопровождается образованием восстановленных форм НАДН2  и ФАДН2. 

      В заключении осуществляется перенос электронов от восстановленных нуклеотидов на кислород (через дыхательную цепь). Он сопровождается образованием конечного продукта – молекулы воды. Этот транспорт электронов сопряжен с синтезом АТФ в процессе окислительного фосфорилирования.

Необходимо отметить, что, помимо взаимных переходов между разными классами веществ в организме, доказано существование более сложных форм связи. В частности, интенсивность и направление любой химической реакции определяются ферментами, т.е. белками, которые оказывают непосредственное влияние на обмен липидов, углеводов и нуклеиновых кислот.

Помимо прямых переходов метаболитов этих классов веществ друг в друга, существует тесная энергетическая связь, когда энергетические потребности могут обеспечиваться окислением какого-либо одного класса органических веществ при недостаточном поступлении с пищей других. Важность белков (в частности, ферментов, гормонов и др.) в обмене всех типов химических соединений слишком очевидна и не требует доказательств. Неоспорима большая роль белков и аминокислот для синтеза ряда специализированных соединений (пуриновые и пиримидиновые нуклеотиды, порфирины, биогенные амины и др.). Кетогенные аминокислоты, образующие в процессе обмена ацетоуксусную кислоту (ацетоацетил-КоА), могут непосредственно участвовать в синтезе жирных кислот и стеринов. Аналогично могут использоваться гликогенные аминокислоты через ацетил-КоА, но после предварительного превращения в пируват. 

Рис.25. Участие ацетил – КоА в метаболизме.

Некоторые структурные компоненты специализированных липидов, в частности фосфоглицеринов, имеют своим источником аминокислоты и их производные, например серин, этаноламин, сфингозин и холин. Необходимо подчеркнуть, что превращение углеродных скелетов кетогенных или гликогенных аминокислот в жирные кислоты является необратимым процессом. В то же время из глицерина нейтральных жиров через пируват полностью осуществляется синтез углеродных скелетов некоторых гликогенных аминокислот. 
Продукты  гидролиза пищевых и тканевых триацилглицеролов, в частности высшие жирные кислоты, участвуют непосредственно в образовании сложных белков – липопротеинов плазмы крови. В составе липопротеинов, являющихся, таким образом, транспортной формой жирных кислот, они доставляются в органы-мишени, в которых жирные кислоты служат или источником энергии (сердечная и поперечно-полосатая мускулатура), или предшественниками синтеза тканевых триацилглицеролов с последующим их отложением в клетках ряда органов (депо липидов). 

Получены доказательства синтеза глюкозы из большинства аминокислот. Для некоторых аминокислот (аланин, аспарагиновая и глутаминовая кислоты) связь с глюконеогенезом является непосредственной, для других она осуществляется через побочные метаболические пути. Следует особо подчеркнуть, что три α-кетокислоты (пируват, оксалоацетат и кето-глутарат), образующиеся соответственно из аланина, аспартата и глутамата, не только служат исходным материалом для синтеза глюкозы, но являются своеобразными кофакторами при распаде ацетильных остатков всех классов пищевых веществ в цикле Кребса для получения энергии. 

Доказано также, что исходными субстратами для глюконеогенеза являются те аминокислоты, распад которых сопровождается образованием пировиноградной кислоты (например, аланин, серин, треонин и цистеин). Более того, имеются доказательства существования в организме своеобразного циклического процесса – глюкозоаланинового цикла, участвующего в тонкой регуляции концентрации глюкозы в крови в тех условиях, когда в период между приемами пищи организм испытывает дефицит глюкозы. 

Энергетическая ценность пищи оказывает определенное влияние на белковый обмен, контролируемый азотистым балансом. Так, если потребляемая энергия пищи ниже минимального уровня, то наблюдается увеличение экскреции азота, и, наоборот, при увеличении энергетической ценности пищи экскреция азота с мочой снижается. Между циклом лимонной кислоты и орнитиновым циклом мочевинообразования имеются сложные связи, определяющие в известной степени скорость реакций, зависимую от энергетических потребностей клетки и концентраций конечных продуктов метаболизма. Этот механизм получил название «велосипед Кребса» (The "Krebs bicycle"). 

Имеются различные пути взаимопревращений жиров и углеводов. Практика откорма сельскохозяйственных животных давно подтвердила возможность синтеза жиров из углеводов пищи. С энергетической точки зрения, превращение углеводов в жиры следует рассматривать как накопление и депонирование энергии, хотя синтез жира сопровождается затратой энергии, которая вновь освобождается при окислении жиров в организме. Глицерин, входящий в состав триацилглицеролов и фосфоглицеринов, может легко образоваться из промежуточных метаболитов гликолиза, в частности из глицеральдегид-3-фосфата. Следует, однако, подчеркнуть, что основным путем превращения углеводов в жиры является путь образования высших жирных кислот из ацетил-КоА, который образуется при окислительном декар-боксилировании пирувата. Последняя реакция практически необратима, поэтому образования углеводов из высших жирных кислот почти не происходит. 

Таким образом, синтез углеводов из жиров в принципе может происходить только из глицерина, хотя в обычных условиях реакция протекает в обратную сторону, т.е. в сторону синтеза жиров из глицерина, образующегося при окислении углеводов. Ацетил-КоА, образующийся в процессе обмена углеводов, жиров и ряда аминокислот, служит пусковым субстратом как для синтеза жирных кислот (а следовательно, и липидов вообще), так и для цикла трикарбоновых кислот. 

Для окисления ацетил-КоА в этом цикле требуется оксалоацетат, который является вторым ключевым субстратом в цикле Кребса. Оксалоацетат может синтезироваться из пировиноградной кислоты благодаря реакции карбоксилирования или образоваться из аспарагиновой кислоты в процессе трансаминирования с α-кктоглутаратом. 

Две молекулы ацетил-КоА, конденсируясь, образуют ацетоуксусную кислоту (ацетоацетат), которая является источником других кетоновых тел в организме. Эти же реакции конденсации двух молекул ацетил-КоА составляют начальные этапы синтеза холестерина, в свою очередь являющегося предшественником гормонов стероидной природы, витамина D3, а также желчных кислот. 

Следует указать также на использование галактозы и частично глюкозы для биосинтеза цереброзидов и гликолипидов, выполняющих важные и специфические функции в деятельности ЦНС. В этом синтезе участвуют не свободные моносахариды, а гексозамины (галактозамин и глюкозамин), биосинтез которых в свою очередь требует доставки амидного азота глутамина, интегрируя тем самым обмен углеводов, липидов и белков. 

В последние годы накоплено немало экспериментальных данных, свидетельствующих о существовании в живых организмах множества регулирующих механизмов, осуществляющих метаболический контроль и обеспечивающих как взаимопревращения белков, липидов и углеводов, так и интеграцию энергии. Доказано, что движущей силой во взаимопревращениях веществ и интенсивности метаболизма, вероятнее всего, является энергетическое состояние клетки, в частности уровень АТФ (точнее, отношение АМФ/АТФ). Так, при низких концентрациях АМФ и высоких концентрациях АТФ (состояние, которое принято обозначать «энергонасыщенностью») в клетках происходит резкое снижение гликолитического распада глюкозы, и наоборот усиление синтеза полисахарида – гликогена. 

При низких концентрациях АТФ (соответственно при высоком уровне АМФ) в клетках отмечаются стимулирование гликолиза и окисление пирувата в лимоннокислом цикле, что способствует обеспечению клеток энергией. Однако при низких концентрациях АМФ имеет место снижение скорости цикла трикарбоновых кислот, обусловленное торможением активности изоцитратдегидрогеназы, соответственно наблюдается снижение скорости синтеза АТФ и накопление изолимонной кислоты. Последняя, как известно, повышает активность другого фермента – ацетил-КоА-карбоксилазы, которая в свою очередь катализирует I стадию превращения ацетил-КоА в жирную кислоту. Благодаря этим обстоятельствам клетка переводит образовавшуюся при гликолизе молекулу ацетил-КоА с энергетического пути на путь синтеза липидов и их отложения в депо. В то же время при восстановлении скорости утилизации АТФ, что обычно наблюдается при синтезе жирных кислот, соответствующее повышение уровня АМФ способствует снижению концентрации лимонной кислоты и соответственно торможению синтеза липидов.
Перечисленные примеры лишь в малой степени характеризуют многообразие и тесную взаимосвязь между процессами обмена веществ.
Общий ход биохимических процессов в организме представляет собою единое целое, а организм – самонастраивающуюся, саморегулируемую систему, поддерживающую свое существование путем обмена веществ.

Процессы обмена белков, углеводов, жиров и других соединений в живом организме неразрывно связаны друг с другом. Без этой взаимосвязи невозможно существование самого организма.
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