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1 Цели и задачи изучения дисциплины 

1.1 Цель преподавания дисциплины

Цель преподавания дисциплины – углубленное изучение кинетики и термодинамики ферментативных реакций для выяснения механизмов катализа и регуляции скоростей метаболических процессов как in vivo, так и in vitro.

1.2 Задачи изучения дисциплины

В задачи курса входит ознакомление студентов с возможностями кинетики и термодинамики ферментативных реакций в установлении механизма катализа; основными методами получения и анализа экспериментальных данных; влиянием различных факторов на кинетические характеристики ферментов.
В результате освоения дисциплины обучающиеся должны 
знать: 

· термодинамические основы химических превращений в клетке;
· механизмы ферментативного катализа и современные методы изучения ферментативного катализа;
· особенности изменения кинетических свойств ферментов  в присутствии активаторов и ингибиторов; 

· что кинетические свойства ферментов предопределяют их возможности в регуляции метаболизма у организмов различной степени сложности;
· терминологию, используемую в кинетике и термодинамике ферментативных реакций;

уметь: 
· применять полученные знания для постановки и проведения экспериментальной работы по исследованию активности и кинетических свойств ферментов; 
· решать задачи по ферментативной  кинетике и термодинамике; 

· определять  скорости ферментативных реакций;
· оценить возможности регуляции метаболических процессов в живых организмах на основании данных кинетических и термодинамических характеристик ключевых ферментов; 
· анализировать экспериментальные данные по кинетике ферментативных реакций, выяснять их механизмы;
- 
использовать полученные знания при изучении других биологических дисциплин; применять их в биохимическом мониторинге окружающей среды, в оценке нарушений метаболических процессов при патологических состояниях;
владеть навыками:

-
делового общения;

-
работы в команде;

-
работы с компьютером на уровне пользователя, использования информационных технологий для решения фундаментальных и прикладных задач в области профессиональной деятельности.

1.3 Межпредметная связь
Изучение кинетики и термодинамики ферментативных реакций лежит на пересечении разных областей науки: химии, физики, математики, биологии. Для освоения дисциплины необходимо прохождение таких дисциплин как органическая химия, физическая и коллоидная химия, биоорганическая химия, ботаника, зоология, биохимия, биофизика. Изучение данной дисциплины  необходимо для последующего освоения энзимологии, медицинской биохимии, вирусологии, биотехнологии, молекулярной биологии, микробиологии, клеточной сигнализации, большого практикума. 
2 Объем дисциплины и виды учебной работы

	Вид учебной работы
	Всего

часов
	Семестр

	
	
	5

	Общая трудоемкость дисциплины
	80
	80

	Аудиторные занятия:
	48
	48

	   Лекции
	16
	16

	   практические (семинарские) занятия
	32
	32

	Самостоятельная работа:
	32
	32

	  изучение теоретического курса (ТО)
	20
	20

	   задачи, задания 
	12
	12

	Вид итогового контроля (зачет, экзамен)
	зачет
	зачет


3 Содержание дисциплины

3.1 Разделы дисциплины и виды занятий в часах
	№

П№ п/п
	Раздел дисциплины
	Лекции

(часы)
	Практические

занятия
(часы)
	Самостоятельная работа

(часы)

	1
1.
	Раздел 1. Кинетика ферментативных реакций
	12
	20
	22

	2
2.
	Раздел 2. Термодинамика ферментативных реакций
	4
	12
	10


3.2 Содержание разделов и тем лекционного курса

Раздел 1. Кинетика ферментативных реакций.

Тема 1.1. Введение в спецкурс –  (2 часа).
Предмет и задачи дисциплины. Введение в кинетику и термодинамику ферментативных реакций. История вопроса. Кинетика как инструмент изучения механизмов ферментативных реакций.

Тема 1.2. Основные положения химической кинетики (2 часа)

Основные закономерности химической кинетики. Закон действующих масс. Скорость химической реакции, способы ее выражения. Константа скорости реакции. Молекулярность реакции. Порядок реакции. Реакции первого, второго и нулевого порядков. Размерности констант скорости.

Тема 1.3 Стационарная кинетика ферментативных реакций (2 часа)

Работы Анри, Брауна, Михаэлиса-Ментен, Бриггса, Холдейна. Кинетическая кривая. Скорость ферментативных реакций, способы выражения. Зависимость скорости реакции от концентрации фермента. Причины отклонения от линейности. Влияние концентрации субстрата на скорость ферментативных реакций. Условие стационарности. Справедливость допущений принципа стационарности. Уравнение Михаэлиса-Ментен. Субстратная константа – Кs и константа Михаэлиса – Км. Максимальная скорость реакции. Число оборотов фермента. Определение кинетических констант (метод Лайнуивера-Берка, Вульфа-Хайнса, Иди-Хофсти, Эйзенталя и Корниш-Боуден).
Тема 1.4. Ингибиторы ферментов (2 часа)

Кинетическая классификация ингибиторов. Необратимое и обратимое ингибирование. Типы ингибирования – конкурентный, неконкурентный, бесконкурентный, смешанный. Константа ингибирования – Кi, методы ее определения. Графический анализ разных типов ингибирования. Метод Диксона. Частные случаи ингибирования – торможение субстратом и продуктом реакции. Возможные механизмы этих видов ингибирования. Расчет кинетических констант. Активаторы ферментов.

Тема 1.5. Ферментативные реакции, не подчиняющиеся кинетике Михаэлиса-Ментен (2 часа)

Аллостерические ферменты. Кооперативность, типы кооперативных взаимодействий: гомотропные, гетеротропные, положительные, отрицательные. Кинетика аллостерических ферментов. Коэффициент Хилла – мера отклонения от гиперболического закона Михаэлиса-Ментен. Способы расчета коэффициента Хилла. Влияние аллостерических эффекторов на кривую зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата. Оценка кооперативных свойств у аллостерических ферментов с помощью коэффициента крутизны – Rх. Преимущества аллостерических ферментов с положительной кооперативностью в регуляции метаболических путей в клетке. Различные примеры отклонения от гиперболической зависимости скорость реакции-концентрация субстрата.

Тема 1.6. Полисубстратные ферментативные реакции (2 часа)
Двухсубстратные ферментативные реакции. Различные механизмы присоединения субстратов к ферменту: неупорядоченное связывание, упорядоченное связывание, механизм «пинг-понга». Схемы Клиланда. Описание кинетика двухсубстратных реакций, используя односубстратный механизм. Обработка экспериментальных данных. Анализ первичных и вторичных графиков.

Раздел 2. Термодинамика ферментативных реакций.

Тема 2.1 Термодинамика ферментативных реакций (2 часа)
Классификация термодинамических систем. Первый и второй законы термодинамики. Энтальпия. Энтропия. Свободная энергия. Свободная энергия как мера термодинамической возможности реакции. Зависимость величины свободной энергии от концентрации газа, растворенного вещества, концентрации водородных ионов, температуры. Связь между изменениями свободной энергии и константой равновесия. Способы определения свободной энергии. Калориметрия реакций. Сопряженные реакции и их истолкование. Богатые энергией (макроэргические) соединения: ангидриды фосфорной кислоты; фосфогуанидины, енолфосфаты, тиоэфиры. Стандартная свободная энергия гидролиза макроэргических соединений.
Тема 2.2. Влияние температуры и рН на скорость ферментативных реакций (2 часа)
Энергия активации. Активированные фермент-субстратные комплексы. Многостадийность ферментативной реакции. Влияние температуры на константы скорости. Уравнение Аррениуса. Понятие температурного оптимума ферментативной реакции. Термическая инактивация ферментов. Влияние концентрации водородных ионов на скорость ферментативных реакций. Ионизация двухосновной кислоты. Кислотно-основной катализ и рН-зависимости скорости реакции. рН-функции Михаэлиса. Понятие рН-оптимума ферментативной реакции. Выявление групп активного центра при изучении влияния рН на скорость ферментативной реакции. 
3.3 Практические занятия
Тематический план занятий

	№№ п/п
	Разделы 

дисциплины
	Темы практических занятий, трудоемкость (часы)

	1
1.
	Раздел 1. Кинетика ферментативных реакций
	1.1. Основные положения химической кинетики (2 ч.).

1.2. Определение кинетических характеристик ферментов (4ч.).

1.3. Кинетический анализ действия ингибиторов (4 ч.). 

1.4. Субстратное ингибирование (2 ч.). Контрольная работа (2 ч.).

1.5. Двухсубстратные ферментативные реакции на примере лактатдегидрогеназы (4 ч.).

1.6. Методы расчета коэффициента Хилла (h) и Кошланда (Rx) (2 ч.).

	2
2.
	Раздел 2.Термодинамика ферментативных реакций
	.1. Влияние температуры на кинетические характеристики реакции, катализируемой глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой (4 ч.)

2.2. Влияние рН на кинетику реакции, катализируемой глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой (4 ч.)

2.3. Расчеты стандартных энергий в биологических системах (2 ч.). Контрольная работа (2 ч.)


3.4. Лабораторные занятия

Учебным планом не предусмотрены

3.5 Самостоятельная работа
Самостоятельная работа по дисциплине объемом 32 часа включает  теоретическое обучение – 20 часов, решение задач – 12 часов.

	№№
п/п
	Разделы 

дисциплины
	Темы для самостоятельной работы,   трудоемкость (часы)

	1
1.
	Раздел1. Кинетика ферментативных реакций
	1.1. Кинетика односубстратных односторонних и двухсторонних ферментативных реакций (4 ч.).

1.2. Кинетический анализ двухстадийных ферментативных реакций, не подчиняющихся уравнению Михаэлиса-Ментен (4 ч.). 

1.3. Обратимые и необратимые ингибиторы ферментов (2 ч.).

1.4. Аллостерические ферменты. Cовместное действие аллостерических эффекторов (4 ч.)

1.5. Решение задач, выполнение заданий (8 ч.)

	2
2.
	Раздел 2. Термодинамика ферментативных реакций
	2.1. Влияние температуры и рН на кинетику лактатдегидрогеназной реакции (4 ч.)

2.2. Макроэргические соединения (2 ч.).

2.3. Решение задач, выполнение заданий (4 ч.)


4 Учебно-методические материалы по дисциплине

4.1 Основная и дополнительная литература, информационные ресурсы
Основная литература

1. Биохимия: Учебник /Под ред. Е.С. Северина. – М.: ГЭОТАР-МЕД, 2003. – 784 с.: ил. ‒ (Серия «XXI век»). ( 9 экз.)

2. Варфоломеев С.Д. Химическая энзимология: Учебник. – М.: Издательский центр «Академия», 2005. – 480 с. (5 экз.)

3. Плакунов В.К. Основы энзимологии: Учеб. Пособие для студентов вузов- М.: Логос 2002.  – 155 с. (5 экз.)

Дополнительная литература
4. Березин И.В., Клёсов А.А. Практический курс химической и ферментативной кинетики. – М.: Изд-во МГУ, 1978. – 320 с.

5. Диксон М., Уэбб Э. Ферменты. В 3 т. – М.: Мир, 1982. – 1120 с.

6. Доис Э. Количественные проблемы биохимии. – М.: Мир, 1983. – 376 с.

7. Ершов Ю.А., Мушкамбаров Н.Н. Кинетика и термодинамика биохимических и физиологических процессов.- М.: Медицина, 1990. – 208 с.

8. Келети Т. Основы ферментативной кинетики. – М.: Мир, 1990. – 348 c.

9. Керридж Д., Типтон К. Биохимическая логика. – М.: Мир, 1974. -327с.

10. Корниш-Боуден Э. Основы ферментативной кинетики. – М.: Мир, 1979. – 277 с.

11. Курганов Б.И. Аллостерические ферменты. – М.: Наука, 1978. - 198 с.

12. Плакунов В.К.  Основы энзимологии: учебное пособие для вузов по направлению подготовки бакалавров и магистров "Биология", "Экология и природопользование", "Химическая технология и биотехнология", "Биология", "Физиология", "Микробиология", "Биотехнология", "Биоэкология" : допущено Министерством образования РФ. - Москва : Логос, 2001. - 127 с. - (Учебник для XXI века). – 33 экз.

13. Price N.C., Stevens L. Fundamental of Enzymology. The Cell and Molecular Biology of Catalytic Proteins. Third Edition. – Oxford, University Press, 2003. – 478 p.

Электронные ресурсы
1. Nelson D.L., Cox M.M. Leninger Principles of Biochemistry (Fourth Edition). Электронный ресурс (www.Molbiol.ru).

2. www.virginia.edu.

3. www.dehydrogenase.com.

4. www.ncbi.nlm.nih.gav.

5. www.molbiol.ru.

6. www. high.stanford.edu.
7. www.wikipedia.org.

4.2 Перечень наглядных и других пособий, методических указаний и материалов к техническим средствам обучения

Новые образовательные технологии позволяют улучшить восприятие и усвоение информации в процессе теоретического обучения. Аудитории для чтения лекций снабжены интерактивными досками, мультимедийными проекторами. Лекции сопровождаются наглядными презентациями. Для самостоятельной работы студенты используют электронные ресурсы читальных залов библиотеки СФУ. В ходе обучения предусмотрено активное использование интерактивных форм ведения занятий: активный диалог с преподавателем, обсуждение в группах.

На практических занятиях студенты решают задачи по кинетике и термодинамике ферментативных реакций, подробно обсуждают ключевые и трудно усваиваемые моменты, на семинарах также проводится устный опрос студентов.

4.3 Контрольно-измерительные материалы

При оценке успеваемости студентов по дисциплине «Кинетика и термодинамика ферментативных реакций» значительное внимание уделяется текущему контролю успеваемости и итоговой аттестации. Аттестация во время семестра (текущая аттестация)  -  аттестация студентов на практических и семинарских занятиях. 
Текущий контроль проводится путем устного опроса, в ходе решения задач или обсуждения сложных для понимания вопросов.

Для промежуточного контроля проводятся две письменные контрольные работы (приложение). Контрольно-измерительные материалы предлагаются в нескольких вариантах и состоят из задач и тестовых вопросов. После проведения промежуточного контроля на ближайшем практическом занятии подробно разбираются задачи и вопросы, вызвавшие наибольшие затруднения.

Для контроля самостоятельной работы студентов с литературой по дисциплине предлагаются тесты и обсуждение проработанного материала на практических занятиях. Кроме того, в течение семестра студент сдает определенное количество задач и заданий, выданных в индивидуальном порядке в начале занятий по данной дисциплине. Итоговая аттестация – зачет. 

Примерные вопросы к зачету
1. Основные положения химической кинетики.

2. Скорость ферментативных реакций, способы выражения.

3. Понятие стационарности ферментативного процесса. Работы Анри, Брауна, Михаэлиса-Ментен, Бриггса, Холдейна.
4. Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации фермента. Причины отклонения от линейности.
5. Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата. Уравнение Михаэлиса- Ментен.
6. Константы КS, KM, VMAX. Число оборотов ферментов.

7. Методы определения KM и VMAX (Лайнуивера-Берка, Вульфа-Хайнса, Иди-Хофсти, Эйзенталя-Корниш-Боуден).

8. Кинетика односубстратных двусторонних ферментативных реакций.

9. Кинетическая классификация ингибиторов. Константа ингибирования (Кi).

10. Конкурентное ингибирование.

11. Неконкурентное ингибирование.

12. Смешанное ингибирование.

13. Бесконкурентное ингибирование.

14. Методы расчета ингибиторных констант. Графические методы анализа типов ингибирования. Метод Диксона.
15. Необратимые ингибиторы. Способы анализа необратимого торможения. 

16. Субстратное ингибирование. Способы обработки экспериментальных данных.
17. Кинетика аллостерических ферментов. Уравнение Хилла.

18. Методы определения коэффициента Хилла (метод Хилла, разностный метод).

19. Обработка экспериментальных данных для определения VMAX и [S]0,5 аллостерических ферментов.

20. Коэффициент крутизны – RX, методы его определения. Связь RX и коэффициента Хилла.

21. Модели аллостерических ферментов: согласованная модель Моно-Уаймена-Шанжё, последовательная модель Немети-Кошланда-Филмера.

22. Двухсубстратные ферментативные реакции, идущие по неупорядоченному механизму. Схема Клиланда.
23. Двухсубстратные ферментативные реакции, идущие по упорядоченному механизму.

24. Двухсубстратные ферментативные реакции, идущие по механизму пинг-понга.

25. Обработка экспериментальных данных при изучении кинетики двухсубстратных ферментативных реакций. Анализ первичных и вторичных графиков.

26. Классификация термодинамических систем. Первый и второй закон термодинамики.

27. Третий закон термодинамики. 
28. Богатые энергией (макроэргические) соединения – участники ферментативных реакций. Стандартная свободная энергия гидролиза этих соединений.
29. Влияние рН на скорость ферментативных реакций. Определение рКа  по кривым рН-зависимостей ферментативных реакций.
30. Влияние температуры на константы скорости. Уравнение Аррениуса.

Приложение 
ГРАФИК

учебного процесса и самостоятельной работы студентов по дисциплине Кинетика и термодинамика ферментативных реакций
специальности 020208.65 Биохимия,_ИФБиБТ, 3 курса на 5 семестр

	№ п/п
	Наименование 

дисциплины
	Семестр
	Число аудиторных занятий
	Форма

контроля
	Часов на самостоятельную работу
	Недели учебного процесса семестра

	
	
	
	Всего
	По видам
	
	Всего
	По видам
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16

	1
	Кинетика и термодинамика ферментативных реакций 
	5
	48
	Лекции –  16

Практические занятия – 32
	зачет
	32
	ТО - 20
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
	ТО
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Условные обозначения: ТО – изучение теоретического курса; З – задачи и задания; ВЗ – выдача задач и заданий; СЗ – сдача задач и заданий; ПК – промежуточный контроль (тестирование).

Заведующий кафедрой:
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