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ВВЕДЕНИЕ
Самостоятельная работа студентов по курсу «Энзимология» включает изучение теоретического материала, написание реферата, решение задач и заданий, работу с научной, учебной, методической литературой. В учебном пособии приведены темы для самостоятельной проработки теоретического материала и написания реферата. По каждому разделу даны задачи и задания. Приводится список литературы, необходимой для самостоятельной подготовки. Учебное пособие предназначено для студентов, обучающихся по специальности «Биохимия».

Цель преподавания дисциплины – показать фундаментальную роль ферментов (энзимов) в обмене веществ и энергии, молекулярных механизмах наследственности, регуляции и интеграции метаболических процессов в живых организмах.

В задачи курса входит ознакомление студентов с современными представлениями о структурной организации ферментов, механизмах ферментативного катализа, внутриклеточной локализации ферментов и их кинетических свойствах; регуляции активности ферментов in vivo и in vitro, использовании ферментов как эффективных биокатализаторов в медицине, промышленности, сельском хозяйстве. Студенты должны уметь использовать знания по энзимологии, полученные при знакомстве с лекционным материалом, учебниками, монографической литературой, периодикой при изучении других биологических дисциплин; применять их  при постановке экспериментальной работы; понимать, что кинетические свойства ферментов предопределяют их возможности в регуляции метаболизма у организмов различной степени сложности.
Самостоятельная работа способствует развитию у студента таких необходимых навыков, как выбор и решение поставленной задачи, сбор и аналитический анализ опубликованных данных, умение выделять главное и делать обоснованное заключение. Самостоятельная работа способствует развитию у студентов навыков самостоятельного исследования, научного и литературного саморедактирования.

Самостоятельное изучение теоретического материала предполагает работу с учебной, научной и справочной литературой. Результаты работы могут быть представлены в виде конспекта, схем, таблиц.

В результате изучения дисциплины студенты должны:

1. овладеть необходимыми теоретическими знаниями о ферментах, как эффективных и специфичных биокатализаторах, их свойствах, организации внутри клеток, участии в осуществлении различных метаболических путей в живых организмах, регуляции активности ферментов как внутриклеточными, так и внеклеточными сигналами;

2. иметь опыт изучения энзиматических процессов как in vivo, так и in vitro, применять полученные знания для постановки и проведения экспериментальной работы;

2. уметь решать задачи по ферментативной  кинетике;

3. иметь представление об особенностях регуляции активности ферментов;

4. использовать полученные знания при изучении других биологических дисциплин; применять их в биохимическом мониторинге окружающей среды, в оценке нарушений метаболических процессов при патологических состояниях.

Разделы дисциплины и виды занятий в часах
Тематический план занятий
	№

п/п
	Раздел дисциплины
	Лекции

(часы)
	Лабораторные занятия (часы)
	Самостоятельная работа

(часы)

	1
	Раздел 1.

Структура и свойства ферментов.
	10
	12
	8

	2
	Раздел 2.

Ферментативный катализ.
	8
	6
	6

	3
	Раздел 3.

Регуляция активности и компатментализация ферментов.
	10
	10
	16

	4
	Раздел 4. 
Прикладное значение ферментов.
	4
	4
	6


ГРАФИК
Самостоятельной работы студентов по дисциплине «Энзимология» специальности 020208.65 – Биохимия Института фундаментальной биологии и биотехнологии 3 курса на 5 семестр
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Условные обозначения: ТО – изучение теоретического курса; РФ – реферат; ВТР – выдача темы реферата; СРФ – сдача реферата; З – задачи и задания; ВЗ – выдача задач и заданий; СЗ – сдача задач и заданий; ПК – промежуточный контроль (тестирование).

I. ПЕРЕЧЕНЬ ПРИМЕРНЫХ КОНТРОЛЬНЫХ ВОПРОСОВ
Перечень примерных контрольных вопросов разработан для каждой лекции четырёх разделов курса «Энзимология».

РАЗДЕЛ 1. СТРУКТУРА И СВОЙСТВА ФЕРМЕНТОВ

Лекция 1.1. Введение в энзимологию
1. Что такое катализатор реакции и в чем состоит его функция?

2. В чем сходство и различия механизмов химического и ферментативного катализа?

3. Какие методы используют для получения иммобилизованных ферментов?

4. Основные классы ферментов и примеры ферментативных реакций?
5. Прикладное значение ферментов?
Лекция 1.2. Методы регистрации ферментативной активности
1. Способы количественного выражения активности ферментов?

2. Определение активности ферментов: Характеристика стационарных методов определения активности ферментов?

3. Определение активности ферментов: Характеристика кинетических методов определения активности ферментов?

4. В чём отличия прямого и непрямого оптического теста Варбурга?

5. Способы расчёта ферментативной активности?

6. Что такое сопряженные реакции?

6. В чем состоит принцип колориметрического метода определения активности ферментов?

7. В чем состоит принцип биолюминесцентного метода определения активности ферментов?
Лекция 1.3. Уровни структурной организации ферментов
1. Перечислите и подробно расскажите о стадиях сворачивания полипептидной цепи в нативную конформацию.

2. Что такое «расплавленная глобула»?

3. Что такое неспецифическая агрегация белка?

4. Какие известны механизмы регуляции процесса сворачивания полипептидной цепи внутри клетки?

5. Какие ферменты, участвуют в фолдинге белка?

6. Какие известны белки, увеличивающие эффективность сворачивания полипептидной цепи в нативную конформацию?

7. Чем шапероны отличаются от шаперонинов?
8. Что такое посттрансляционная модификация белка?

9. Роль доменов в пространственной организации молекул ферментов?

10. Увеличение числа доменов в ферменте и усложнение взаимодействий между ними?

11. Роль доменов в формирование активного центра фермента, в регуляции ферментативной активности и в связывание ферментов с мембранами?

12. Какие ферменты называют полифункциональными?

13. Расскажите о бифункциональных ферментах, катализирующих реакции одного метаболического пути.

14. Расскажите о бифункциональных ферментах, катализирующих противоположно направленные реакции.

Лекция 1.4. Кофакторы ферментов и их роль в катализе
1. Классифицируйте кофакторы по структуре (коферменты, простетические группы, ионы металлов).

2. Классифицируйте кофакторы по функциональному признаку.

3. Функции кофакторов?

4. Рассказать о кофакторах окислительно-восстановительных процессов на примере никотинамидных кофакторов.

5. Рассказать о кофакторах переноса групп на примере коферментов – производных пиридоксина.

6. Рассказать о кофакторах процессов синтеза, изомеризации и расщепления С-С связей на примере биотина.

7. В чём заключается роль металлов в функционировании ферментов?

Лекция 1.5. Топография активных центров простых и сложных ферментов
1. Как образуется активный центр у простых ферментов?

2. Радикалы, каких аминокислотных остатков наиболее часто встречаются в активных центрах ферментов?

3. Какие аминокислоты являются структурообразующими?

4. В чем сходство и отличие активных центров эластазы, трипсина и химотрипсина?

5. Как формируются активные центры сложных ферментов?

6. Какими методами можно изучать топографию активных центров ферментов?

7. В чем заключается метод химической модификации функциональных групп активных центров ферментов?
РАЗДЕЛ 2. ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ КАТАЛИЗ.
Лекция 2.1. Факторы, определяющие эффективность действия ферментов
1. Чем гомогенный катализ отличается от гетерогенного?

2. В чём заключаются сходства и отличия ферментов с небиологическими катализаторами?

3. Расскажите о стадиях образования фермент-субстратного комплекса.

4. Природа сил, стабилизирующих различные конформационные состояния ферментсубстратного комплекса?

5. Какие взаимодействия называются электростатическими и почему?

6. Как образуются водородные связи?

7. При каких условиях возникают вандерваальсовы взаимодействия?

8. Что такое гидрофобные взаимодействия?

9. Какие факторы определяют эффективность и специфичность ферментативного катализа?

10. В чём заключаются физико-химические механизмы ферментативного катализа?

Лекция 2.2. Карбоксипептидазы А – строение, свойства, механизм действия 
1. Какое место гидролазы занимают в общей классификации ферментов?

2. Классифицируйте гидролаз на типы по механизму действия.

2. Классифицируйте гидролаз на типы по строению активного центра.

3. Структура, свойства и биологическая роль карбоксипептидазы А?

4. Как происходит связывание субстрата карбоксипептидазой А?

5. Роль Липскомба с сотрудниками по установлению молекулярного механизма действия КПА?

6. Второй возможный механизм каталитического действия карбоксипептидазы А?

7. Какие методы используются для изучения механизма действия ферментов?

Лекция 2.3. Специфичность ‒ уникальное свойство ферментов
1. Дайте определение специфичности.

2. Что такое относительная или групповая специфичность действия?

3. Как проявляют относительную специфичность сериновые протеазы?

4. Что такое абсолютная специфичность действия?

5. Что такое стереоспецифичность ферментов?

6. Расскажите о специфичности А- и В-классов NAD(P)-зависимых дегидрогеназ

7. Что такое концепция стерического соответствия «ключ-замок»?

8. Что такое концепция индуцированного соответствия?

РАЗДЕЛ 3. РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ И КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ
Лекция 3.1. Ферменты в клетке и в организованных системах
1. Как можно выделить клеточные органоиды для определения в них активности ферментов?

2. Какие ферменты называют маркерными?

3. Какой фермент является маркером митохондрий?

4. В чем отличие мультиферментных комплексов от мультиферментных конъюгатов?

5. Какие преимущества имеет гликолитический метаболон по сравнению с неассоциированными в единую структуру гликолитическими ферментами? 

6. В чем смысл наличия разных типов изоферментов лактатдегидрогеназы в скелетной и сердечной мышцах?

Лекция 3.2. Изостерические и аллостерические механизмы регуляции активности ферментов 
1. Что такое зимоген?

2. Чем отличаются конститутивные и адаптивные ферменты?

4. Какие соединения могут выступать в качестве изостерических регуляторов активности ферментов?

5. В чем заключаются преимущества ферментов с положительной кооперативностью перед простыми ферментами?

6. Какие метаболические пути регулируются путем ретроингибирования?

7. Каким требованиям должен отвечать ключевой регуляторный фермент метаболического пути?

8. Что такое регуляторные энзимопатии, чем они отличаются от классических энзимопатий?

Лекция 3.3. Ковалентная модификация ферментов и ее типы

1. Какие известны типы ковалентной модификации ферментов?
2. Что такое зимоген?
3. В чем заключаются отличия функционирования протеинкиназы А и С?

4. Каким стимулом запускается ковалентная модификация ферментов?

5. В чем заключается АDP-рибозилирование?
6. Из каких компонентов состоит каскадный механизм регуляции активности гликогенфосфорилазы?
7. В чем особенности регуляции путем белок-белковых взаимодействий?
Лекция 3.4. Регуляция количества ферментов в клетке
1.Какими процессами определяется количество ферментов в клетке?

2.Каким образом осуществляется индукция синтеза ферментов?

3.Какие ферменты называют конститутивными?

4.В чем состоит особенность внутриклеточного протеолиза у прокариот?

5.Какие выявляются стадии протеолиза у прокариот?

6.Какой механизм убиквитин-протеосомного пути деградации белков у эукариот?

7.В чем состоит особенность строения 26S протеосомы?

РАЗДЕЛ 4. ПРИКЛАДНОЕ ЗНАЧЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ
Лекция 4.1. Инженерная энзимология

1. Что такое иммобилизованный фермент?

2. Носители для иммобилизации ферментов.
3. В чем отличие физических и химических методов иммобилизации?
4. Каким критериям должны отвечать иммобилизованные ферменты, применяемые в качестве лекарственных средств?
5.  Приведите примеры иммобизизованных ферментов, применяемых в медицине.
6. Можно ли использовать иммобилизованные ферменты как аналитические реагенты?

II. ПЕРЕЧЕНЬ ТЕМ И ПРИМЕРНЫХ КОНТРОЛЬНЫХ ВОПРОСОВ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ
Темы для самостоятельного теоретического изучения курса «Энзимология» сгруппированы по разделам дисциплины вместе с перечнем примерных контрольных вопросов и рекомендованными источниками информации.

Самостоятельная работа по курсу «Энзимология» включает изучение теоретического материала, написание реферата, решение задач и выполнение заданий. Трудоемкость самостоятельной работы – 36 часов. На теоретическое обучение отводится 16 часов, написание реферата – 10 часов, решение задач и выполнение заданий – 10 часов. Самостоятельное изучение теоретического материала планируется по каждому разделу дисциплины. 
	№ 

п/п
	Разделы 

дисциплины
	Темы для самостоятельной работы, трудоемкость (часы)

	1
	Раздел1. 

Структура и свойства ферментов.
	1.1. Классификация и номенклатура ферментов (2 ч.)

1.2. Методы выделения и очистки ферментов (2 ч.)

1.3. Уровни структурной организации ферментов (2 ч.)

1.4. Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

	2
	Раздел 2. Ферментативный катализ.
	2.1. Механизм действия оксидоредуктаз на примере алкогольдегидрогеназы (2 ч.)

2.2. Специфичность сериновых протеиназ (2 ч.)

2.3 Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

	3
	Раздел 3. Регуляция активности и компартментализация ферментов.
	3.1. Сходство и отличия мультиферментных комплексов от мультиферментных конъюгатов (2 ч.)

3.2. Белок-белковые взаимодействия  в регуляции активности ферментов (2 ч.)

3.3. Решение задач и выполнение заданий (4 ч.)

3.4. Реферат (8 ч.)

	4
	Раздел 4. Прикладное значение ферментов.
	4.1. Создание ферментов с заданными свойствами путем сайт-специфического мутагенеза (2 ч.)

4.2. Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

4.3. Реферат (2 ч.)


РАЗДЕЛ 1. СТРУКТУРА И СВОЙСТВА ФЕРМЕНТОВ

Тема 1.1. Классификация и номенклатура ферментов
Самая простая прокариотическая клетка (E.coli) содержит 4288 белков, 1701 из которых – ферменты. В эукариотических клетках эти цифры возрастают на порядок.

Каждый фермент катализирует определенную химическую реакцию и, как правило, является компонентом (участником) какого-либо метаболического пути. Мы называет ферменты определенными терминами, не задумываясь, откуда возникло то или иное название.

На первых этапах изучения ферментов отсутствовала какая-либо система в классификации и номенклатуре ферментов; названия присваивались по усмотрению ученых, открывших эти ферменты.

Первые попытки ввести правило для рабочих (тривиальных) названий ферментов были сделаны в 1898 году французским ученым Дюкло. Согласно этому правилу, название фермента образуется добавлением окончания –аза к названию субстрата, на который действует фермент. Например, 

Сахароза + аза  =  сахараза

В 1961 году Международная комиссия по ферментам предложила рекомендации по номенклатуре и классификации ферментов. Согласно действующей в настоящее время классификации все ферменты разделены на шесть классов: оксидоредуктазы, трансферазы, гидролазы, лиазы, изомеразы, лигазы (синтетазы).
Класс оксидоредуктаз – 20 подклассов, 953 фермента

Класс трансфераз – 9 подклассов, 1042 фермента

Класс гидролаз – 12 подклассов, 1082 фермента

Класс лиаз – 7 подклассов, 348 ферментов

Класс изомераз = 6 подклассов, 154 фермента

Класс лигаз (синтетаз) – 5 подклассов, 123 фермента

Таким образом, в настоящее время известно 3702 фермента, из них 3077 – это ферменты трех классов – оксидоредуктаз, трансфераз и гидролаз.

ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ

К классу оксидоредуктаз относят ферменты, катализирующие окислительно-восстановительные реакции, лежащие в основе биологического окисления.

Систематическое название их составляется по форме «донор : акцептор оксидоредуктаза», рекомендуемые или тривиальные названия включают, где это возможно, термин «дегидрогеназа» и «редуктаза». Термин «оксидаза» применяется только в тех случаях, когда молекула кислорода служит акцептором, а «оксигеназа» - в случае, когда молекула кислорода прямо включается в состав субстрата. Термин «пероксидаза» относится к ферментам, использующим пероксид водорода в качестве акцептора. Название каталаза рассматривается как исключение. В рекомендуемых названиях второй участник реакции обычно не фигурирует, если это не приводит к неоднозначности. Когда истинный акцептор не установлен, то в название фермента включают слово акцептор в круглых скобках. Например, КФ 1.3.99.1 сукцинат (акцептор) оксидоредуктаза.

Оксидоредуктазы подразделяются на 20 подклассов в засисимости от того, какие группировки подвергаются окислению, т.е. в зависимости от природы доноров водорода. В основу деления на подподклассы положена природа акцептора водорода. Класс оксидоредуктаз насчитывает 953 фермента.

Подкласс 1.1. включает ферменты, действующие на СН-ОН-группы доноров. В качестве доноров могут выступать многие спирты, сахароспирты, оксикислоты, сахара.

1.1.1. Акцептором служит NAD(P).

1.1.1.27. L-лактат: NAD оксидоредуктаза (лактатдегидрогеназа)

L-лактат + NAD+   ↔   пируват + NADH  +   H+
1.1.2. Акцептором служит молекулярный кислород.

1.1.3.4. β-D-глюкоза: кислород оксидоредуктаза (глюкозооксидаза)

β-D-глюкоза +О2 → D-глюконолактон + Н2О2
1.1.99.7. L-лактат: оксалоацетат оксидоредуктаза (лактат-малат трансгидрогеназа)

СН3 СНОНСООН + СООНСН2 СОСООН ↔
СООНСН2 СНОНСООН + СН3 СОСООН

Подкласс 1.2. включает ферменты, окисляющие альдегидную или кетонную группу донора.

1.2.1. Акцептором служит NAD(P).

1.2.1.12. D-глицеральдегид-3-фосфат: NAD оксидоредуктаза (фосфорилирующая) – глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа

D-глицеральдегид-3-фосфат + NAD+ + H3PO4 ↔ 
1,3-дифосфоглицерат + NADH + H+
Подкласс 1.4. включает ферменты, действующие на СН-NH2-группы доноров.

1.4.1. Акцептором служит NAD(P).

1.4.1.2. L-глутамат: NAD оксидоредуктаза (дезаминирующая) – глутаматдегидрогеназа

СООНСН2 СН2 СНNН2 СООН + Н2О + NAD+ ↔

СООНСН2 СН2 СОСООН +NADH + H+ + NH3
Подкласс 1.6. включает ферменты, окисляющие восстановленные NAD и NADP.

1.6.1. Акцептором служит NAD(P).

1.6.1.1. NADPH: NAD+ оксидоредуктаза (NAD(P)-трансгидрогеназа)

NADPH + NAD+   ↔   NADH + NADP+
1.6.4. Акцепторы –дисульфиды.

1.6.4.2. NADPH: окисленный глутатион оксидоредуктаза (глутатионредуктаза)

2 NADPH + 2H+ + GSSG            2 NADP+ +2 GSH
Подкласс 1.10. включает ферменты, действующие на дифенолы и родственные им соединения в качестве доноров.

1.10.3. Акцептором служит молекулярный кислород.

1.10.3.3. L-аскорбат:кислород оксидоредуктаза (аскорбатоксидаза)

2L-аскорбиновая кислота +О2 → 
2L-дегидроаскорбиновая кислота + 2Н2О

Подкласс 1.11. включает ферменты, действующие на пероксид водорода в качестве акцептора. В данный подкласс входят каталаза и пероксидазы.

1.11.1.6. Н2О2 : Н2О2  оксидоредуктаза (каталаза)
Н2О2  + Н2О2      О2 + 2 Н2О
1.11.1.7. Донор: Н2О2 оксидоредуктаза (пероксидаза)

Донор + Н2О2  →  окисленный донор + 2 Н2О

Подкласс 1.14. включает ферменты, действующие на пару доноров с включением молекулярного кислорода.

1.14.13. NADH  или NADPH как один из доноров

1.14.16. с восстановленным птеридином как одним из доноров и включением одного атома кислорода.

1.14.16.1  Фенилаланин-4-монооксигеназа (ФЕН-4-гидроксилаза)

L-фениаланин +О2 + ТГБП+ NADP+ → 
L-тирозин + Н2О +ДГБП + NADPH + H+
Примечание: ДГБП и ТГБП – дигидробиоптерин и тетрагидробиоптерин соответственно.

Подкласс 1.15. включает ферменты, действующие на перекисные радикалы в качестве акцептора.

1.15.1. содержит один фермент, осуществляющий дисмутацию перекисных радикалов.

1.15.1.1. Супероксиддисмутаза

О2‾ + О‾2 + 2Н+  →   О2 + Н2О2
Подкласс 1.16. включает ферменты, окисляющие ионы металлов. ионы металлов действуют в качестве «донора», окисляясь до более высокой степени валентности. Известен один подподкласс 1.16.3. с кислородом в качестве акцептора.

1.16.3.1. Железо (II): кислород оксидоредуктаза (ферроксидаза, церулоплазмин)

4 Fe(II) + 4 H+ + O2  →   4 Fe(III) + 2 Н2О

Когда истинный акцептор не установлен, то в название фермента включают слово акцептор в круглых скобках. Например, КФ 1.3.99.1 сукцинат (акцептор) оксидоредуктаза.

ТРАНСФЕРАЗЫ
К классу трансфераз относят ферменты, катализирующие перенос различных атомов, групп атомов и радикалов от одного соединения (донора) к другому соединению (акцептору). Систематическое название формируется по схеме «донор: акцептор – транспортируемая группа-трансфераза». Рекомендуемые названия обычно составляются по типу «акцептор-группа-трансфераза» или «донор-группа-трансфераза». В класс транфераз входит 9 подвлассов, объединяющих 1042 фермента.

Подкласс 2.1. включает ферменты, переносящие одноуглеродные остатки.

2.1.1 Метилтрансферазы.

2.1.2. Переносят гидроксиметильные, формильные и родственные им группы.

2.1.2.1. N5N10-метилентетрагидрофолат: глицин гидроксиметилтрансфераза (серин-гидроксиметилтрансфераза)

N5,10-метилен-FH4 + глицин + Н2О  ↔  FH4 + L-серин

Подкласс 2.2. включает ферменты, переносящие альдегидные или кетонные остатки.

2.2.1.1. D-седогептулезо-7-фосфат:D-глицеральдегид-3-фосфат гликольальдегидтрансфераза (транскетолаза)

D-седогептулезо-7-фосфат + -глицеральдегид-3-фосфат  ↔

D-рибозо-5фосфат + D-ксилулозо-5-фосфат

Подкласс 2.3. включает ферменты, переносящие кислотные остатки. В этот подкласс входит большое число ферментов, переносящих ацетильные остатки от ацетилСоА, остатки жирных кислот от ацилСоА.

2.3.1. Ацетилтрансферазы.

2.3.1.6. АцетилСоА: холин ацетилтрансфераза (холин-ацетилтрансфераза)

АцетилСоА + СН2ОНСН2N+(СН3)3 → HSCоА + СН3СОСН2СН2N+(CН3)3
Подподкласс 2.4. включает гликозилтрансферазы, переносящие остатки сахаров на различные акцепторы, особенно, на –ОН-группы другого сахара, на свободный фосфат или атом азота в гетероциклическом кольце. Подразделяются на подклассы, исходя из природы переносимого сахара.

2.4.1. Гексозилтрансферазы.

2.4.1.1. 1,4-α-глюкан: ортофосфат α-глюкозилтрансфераза (гликогенфосфорилаза)

1,4-α-глюкозилn + Н3РО4  ↔  1,4-α-глюкозилn-1 + α-D-G1P
Подкласс 2.6. включает ферменты, переносящие группы, содержащие азот. Большая часть ферментов этого подкласса катализирует перенос аминогрупп от донора, обычно аминокислоты, на акцептор, которым служит  α-кетокислота. Простетической группой у этих ферментов является пиридоксаль-5-фосфат.

2.6.1. Аминотрансферазы (трансаминазы).

2.6.12.1. L-аспартат: α-кетоглутарат аминотрансфераза (аспартатаминотрансфераза)

СООНСН2 СНNН2 СООН + СООНСН2 СН2 СОСООН ↔

СООНСН2 СОСООН + СООНСН2 СН2 СНNH2 CООН

Подкласс 2.7. включает ферменты, переносящие группы, содержащие фосфор. Подразделяют на подподклассы, исходя из природы акцепторной группы.

2.7.1. Фосфотрансферазы со спиртовой группой в качестве акуептора.

2.7.1.1. АТР: глюкоза 6-фосфотрансфераза (гексокиназа)

АТР + D-Glc  →  ADP + D-G6P
2.7.1.11. Фосфофруктокиназа

D-F6P + ATP → ADP + D-F1,6P
2.7.6. Дифосфотрансферазы.
2.7.6.2. АТР: тиамин пирофосфотрансфераза (тиамин-пирофосфокиназа)

АТР + тиамин   →  АMP + ТDP
2.7.7. Нуклеотидилтрансферазы.

2.7.7.2. АТР: FMN аденилилтрансфераза (FMN_аденилилтрансфераза)

АТР + FMN   →  PPi + FAD
ГИДРОЛАЗЫ

В этот класс входят ферменты, катализирующие гидролитическое расщепление связей С-С, С-О, С-N и некоторых других, в том числе фосфоангидридных. Систематическое название гидролитических ферментов составляется по форме «субстрат-гидролаза». Рекомендуемые названия во многих случаях образуются из названия субстрата прямым присоединением суффикса –аза. У гидролаз, специфически отщепляющих определенную группу,эта группа может быть указана после названия субстрата. Например, аденозин-аминогидролаза. Класс включает 12 подклассов, объединяющих 1082 фермента. Гидролазами являются пищеварительные ферменты, ферменты, входящие в состав лизосом и других органоидов клетки, где они участвуют в расщеплении более крупных биомолекул на простые.

Подкласс 3.1. включает ферменты, гидролизующие сложноэфирные связи (эстеразы, фосфатазы, нуклеазы).

3.1.1. Гидролазы эфиров карбоновых кислот.

3.1.1.3. Триацилглицерол-ацилгидролаза (триацилглицерол-липаза)

Триацилглицерол + Н2О   →   Диацилглицерол + жирная кислота

3.1.2. Гидролазы тиоловых эфиров.

3.1.2.1. АцетилСоА-гидролаза.

АцетилСоА + Н2О  →  HSCоА + ацетат

3.1.3. Гидролазы фосфомоноэфиров.

3.1.3.9. D-глюкозо-6-фосфат-фосфогидролаза (глюкозо-6-фосфатаза)

D-G6P + Н2О  →      D-Glc + Pi
3.1.4. Гидролазы фосфодиэфиров.

3.1.4.17. 3´,5´-сAMP-фосфодиэстераза

3´,5´-сAMP  →  5´-AMP

В подкласс 3.2. входят ферменты, гидролизующие гликозильные связи (амилазы, хитиназа, сахараза, α- и β-глюкозидазы).

3.2.1. Гидролизуют О-гликозильные соединения.

3.2.2. Гидролизуют N-гликозильные связи.

3.2.2.5. NAD+-гликогидролаза (. NAD+-нуклеозидаза)

NAD+ + Н2О   →   никотинамид + ADP-рибоза

В подкласс 3.4 входят ферменты, действующие на пептидные связи (пептидазы). В подподклассы 3.11-3.19 входят экзопептидазы, отщепляющие с N- или С-конца полипептидной цепи аминокислоты, а также дипептидазы и некоторые другие протеолитические ферменты. В подподклассы 3.4.21-3.4.24 и 3.4.99  входят протеиназы – эндопептидазы, расщепляющие небольшое число внутренних пептидных связей в белковой молекуле. Систематической номенклатуры для ферментов данных подподклассов нет, так как они обладают широкой субстратной специфичностью.

3.4.11. Аминопептидазы.

3.4.11.1. Лейцинаминопептидаза.

NH2-Leu-Ala-Glu-Val-Cys-COOH + H2O → L-Leu + NH2-Ala-Glu-Val-Cys-COOH
3.4.13. Дипептидазы.

3.4.13.6. Цистеинилглицин-дипептидаза

NH2-Cys-Gly-COOH + H2O  →  L-Cys + L-Gly
3.4.17. Металлокарбоксипептидазы.

3.4.17.1. Карбоксипептидаза А.

NH2-Leu-Ala-Val-Ile-Trp-COOH + H2O → L-Trp + NH2-Leu-Ala-Val-Ile-COOH
3.4.21. Сериновые эндопептидазы

3.4.21.4. Трипсин.

Преимущественно расщепляет связи, образованные СООН-группой Арг и Лиз.

3.4.22. Тиоловые (цистеиновые) эндопептидазы.

3.4.22.2. Папаин.

Фермент, выделенный из млечного сока дынного дерева. Преимущественно расщепляет пептидные связи, образованные СООН-группой Арг, Лиз и Фен.

3.4.23. Кислые (аспарагиновые) эндопептидазы. Оптимум рН от 1 до 5.

3.4.23.1. Пепсин.

Преимущественно расщепляет пептидные связи, образованные СООН-группой Фен и Лей.

В подкласс 3.5 входят ферменты, действующие на С-N-связи, отличные от пептидных.

3.5.1. Расщепляют связи в линейных амидах.

3.5.1.2. Глутаминаза
L-Gln + H2O → L-Glu + NH3

3.5.1.5. Уреаза (уреа-амидогидролаза).

NH2-CO-NH2 + H2O → CO2 + 2 NH3

3.5.3. Расщепляют связи в линейных амидинах.

3.5.3.1 Аргиназа (аргинин-амидиназа).
L-Arg + Н2О → L-Orn + NH2-CO-NH2
3.5.4. Расщепляют связи в циклических амидинах.

3.5.4.4. Аденозиндезаминаза.

Аденозин + Н2О → инозин + NH3
В подкласс 3.6. входят ферменты, гидролизующие кислотно-ангидридные связи.

3.6.1. Расщепляют связи в фосфорсодержащих ангидридах.

3.6.1.1. Неорганическая пирофосфатаза.
Н4Р2О7 → 2 Н3РО4
3.6.1.8. АТФаза (АТР-пирофосфатаза).

3.6.1.37. Na,K-АТРаза

3.6.1.38. Са2+-транспортирующая АТРаза (Са насос).

В подкласс 3.7. входят ферменты, действующие на С-С-связи.

В подкласс 3.9. входят ферменты, расщепляющие Р-N-связи.

ЛИАЗЫ

Катализируют реакции негидролитического распада органических соединений по связям С-С, С-N, C-S, C-O, C-P И ДР. При этом образуются двойные связи и выделяются в качестве продуктов СО2, Н2O,NH3 и т.п. Некоторые из этих реакций обратимы и в соответствующих условиях ферменты этого класса могут катализировать синтетические реакции. Систематические названия ферментов данного класса образуются из названия субстрата, затем указывается отщепляемая группа и через дефис добавляется слово лиаза. В тривиальных названиях лиаз указывается особенность участия групп  в реакциях – карбоксилаза (присоединение СООН-группы), дегидратаза (отщепление молекулы воды от субстрата). Если необходимо подчеркнуть образование продукта из двух субстратов более простого строения, то в названии лиаз употребляется термин синтаза. В некоторых случаях при негидролитическом расщеплении субстрата может образоваться циклическое соединение. 

4.1. Углерод-углерод-лиазы (С-С-лиазы).

4.1.1. Карбоксилазы (декарбоксилазы).

4.1.1.22. Гистидиндекарбоксилаза.

L-His → гистамин + СО2
4.1.1.23. Оротидин-5´-фосфатдекарбоксилаза.

Оротидин-5´-фосфат → UMP + CO2
4.1.2. Альдегид-лиазы.

4.1.2.13.Фруктозо-1,6-дифосфат-триозофосфатлиаза 

(фруктозодифосфатальдолаза)

D-фруктозо-1,6-дифосфат ↔
D-глицеральдегид-3-фосфат + диоксиацетонфосфат

4.1.3. Лиазы кетокислот.

4.1.3.7. Цитратсинтаза

Оксалоацетат +ацетилСоА +Н2О  →  цитрат + SHCоА

4.1.3.8. Цитрат-лиаза.

Цитрат + АТР + SHCоА →
Оксалоацетат + ацетилСоА + АDP + Н3РО4
4.2. Углерод-кислород лиазы (гидролиазы). Ускоряют реакции гидратирования и дегидратирования.

4.2.1. Гидро-лиазы. 

4.2.1.2. Фумарат-гидратаза.

Фумарат  +  Н2О  ↔  L-малат

4.2.1.11. Фосфопируват-гидратаза (енолаза).

2-фосфоглицерат → фосфоенолпируват + Н2О

4.3. Углерод-азот лиазы.
4.3.1. Аммиак-лиазы. 

4.3.1.3. Гистидин-аммиак-лиаза (гистидаза).

L-His  →уроканат + NH3
4.4. Углерод-сера-лиазы.

4.6. Фосфор-кислород-лиазы.

4.6.1. Фосфор-кислород-лиазы.

4.6.1.1. АТР-пирофосфат-лиаза (циклизующая). Аденилатциклаза.

АТР  →  3´,5´ –сАМР + Н4Р2О7

4.99. Другие лиазы.

ИЗОМЕРАЗЫ

Катализируют геометрические или структурные изменения в пределах одной молекулы. В результате может осуществляться внутримолекулярный перенос водорода, фосфатных и ацильных групп, изменение пространственного расположения атомных группировок, перемещение двойных связей и т.д. Систематические названия ферментов этого класса образуются по схеме: субстрат - тип реакции изомеризации - изомераза. При внутримолекулярном переносе групп ферменты имеют тривиальное название мутазы. В реакции инверсии групп у хиральных цнгтров – рацемазы и эпимеразы. В класс изомераз входит 6 подклассов и 154 фермента.

5.1. Рацемазы и эпимеразы.

5.1.1. Действуют на аминокислоты и их производные.

5.1.1.1. Аланин рацемаза.

D-Ala  ↔  L-Ala
5.1.2. Действуют на гидроксикислоты и их производные.

5.1.2.1. Лактат-рацемаза. 

L-лактат ↔ D-лактат

5.1.3. Действуют на углеводы и их производные.

5.1.3..2. UDP-глюкоза-4-эпимераза.

UDP-глюкоза  ↔  UDP-галактоза

5.2. Цис-транс-изомеразы.

5.2.1.4. Ретинол-изомераза.

Цис-ретиналь  ↔  Транс-ретиналь

5.3. Внутримолекулярные оксидоредуктазы.

5.3.1. Катализируют взаимопревращения альдоз и кетоз.

5.3.1.1. D-глицеральдегид-3-фосфат-кетол изомераза (триозофосфатизомераза).

D-глицеральдегид-3-фосфат  ↔  Диоксиацетонфосфат

5.3.1.9. Глюкозо-6-фосфат изомераза (фосфогексоизомераза).

D-глюкозо-6-фосфат ↔  D-фруктозо-6-фосфат

5.3.3. Перемещают С=С-связи.

5.3.3.2. Изопентенилдифосфат изомераза.

Изопентенилдифосфат  ↔  Диметилалллилдифосфат

5.4. Внутримолекулярные трансферазы (мутазы).

5.4.2. Фосфотрансферазы (фосфомутазы).

5.4.2.1. 3-фосфоглицерат-фосфомутаза (фосфоглицератмутаза).

3-фосфоглицерат  ↔  2-фосфоглицерат

5.4.99. Перемещают другие группы.

5.4.99.2. МетилмалонилСоА-мутаза.
                                                           В12
МетилмалонилСоА  ↔  СукцинилСоА

5.5. Внутримолекулярные лиазы.

5.99. Другие изомеразы.

5.99.1. Другие изомеразы.

5.99.1.2. ДНК-топоизомераза. Тип I ДНК-топоизомеразы.

5.99.1.3. ДНК-топоизомеразы (гидролизующие АТР); тип II ДНК-топоизомераз, ДНК-гираза.

ЛИГАЗЫ (СИНТЕТАЗЫ)

Ферменты этого класса катализируют реакции конденсации или присоединения, сопряженные с гидролизом макроэргических связей в молекуле АТР или GTP. Систематические названия ферментов образуются следующим образом: 1) из названия продукта реакции с добавлением термина синтетаза (XY синтетаза); 2) из названий соединяемых субстратов с добавлением термина лигаза. В скобках обязательно указывается продукт, образующийся в результате гидролиза макроэргического соединения /X:Y лигаза (образуящая AMP)/. Класс подразделяется на подклассы в зависимости от того, между какими атомами образуются связи.

6.1. Образуют С-О-связи.

6.1.1. Лигазы, образующие аминоацил-тРНК и родственные соединения.

6.1.1.1. Тирозил-тРНК синтетаза . Тирозин: тРНК лигаза (образующая АМР).

L-Tyr + ATP + tRNAtyr     →     L-Tyr- tRNAtyr + АМР + Н4Р2О7
6.2. Образуют С-S-связи.

6.2.1. Кислото-тиоловые лигазы.

6.2.1.1. АцетилСоА синтетаза. Ацетат: HSCoA лигаза (образующая ADP).

Ацетат + HSCoA + АТР  →  АцетилСоА + ADP + Н3РО4

6.3. Образую C-N-связи.

6.3.1. Кислород-аммиак (или амин) лигазы (амидсинтетазы).

6.3.1.2. Глутамат-аммиак лигаза (образующая ADP). Глутаминсинтетаза.
L-Glu + NH3 + ATP  →  L-Gln + ADP + H3PO4
6.3.4. Другие углерод-азот лигазы.

6.3.4.2. UTP-аммиак лигаза (образ ADP). TP cинтетаза.

UTP + NH3 + ATP → CTP + ADP + H3PO4
6.4. Образующие С-С-связи.

6.4.1. Образующие связи углерод-углерод.

6.4.1.2. АцетилСоА: СО2 лигаза (образующая ADP). АцетилСоА карбоксилаза. 

АцетилСоА+ СО2+ АТР → малонилСоА + ADP+ H3PO4
6.5. Образующие фосфоэфирные связи.

6.5.1. Образующие фосфоэфирные связи.

6.5.1.1. ДНК-лигаза (образующая ADP). Полидезоксирибонуклеотид синтетаза (АТР).

Контрольные вопросы
1. Как используют молекулярный кислород в процессе реакции монооксигеназы?
2. Как используют молекулярный кислород в процессе реакции диксигеназы?
3. Какую функцию выполняет тетрагидробиоптерин в гидроксилазных реакциях?
4. Что является промежуточным переносчиком аминогрупп в реакциях, катализируемых аминотрансферазами?
5. К какому классу ферментов относится неорганическая пирофосфатаза?
6. Как формируется шифр фермента, если химизм реакции окончательно не установлен?

7. Почему каталаза не имеет рационального названия?
Тема 1.2. Методы выделения и очистки ферментов
Строение ферментов, их свойства и функции можно исследовать только при наличии их высокоочищенных препаратов, в которых отсутствуют кофакторы, способные модулировать их конформацию, а, следовательно, структурные и функциональные особенности. Получение белка в гомогенном состоянии – сложная задача, поскольку биологический материал, являющийся источником фермента, содержит множество разных белков и их комплексов. Кроме того, трудности получения чистых ферментов связаны с лабильностью белков и опасностью их денатурации, что снижает число возможных методов выделения, хотя близкие свойства белков в их смеси требуют при выделении индивидуальных белков использования разнообразных методов и различных их сочетаний.

Существует три основные проблемы при выделении ферментов:

1. Исходный материал состоит из множества различных соединений, разделение которых сложно вследствие того, что они построены однотипно и мало различаются между собой по физико-химическим характеристикам (растворимости или способности к сорбции на определенном типе сорбента).

2. Работа с биологическим материалом зачастую сопровождается необходимостью работать с очень небольшими количествами исходного вещества, поэтому методы детекции должны быть высокочувствительными.

3. Многие белки обладают очень низкой устойчивостью, хотя необходимо выделение фермента в нативном состоянии с сохранением его биологической активности. Многие ферменты при умеренных температурах и незначительных изменениях рН среды подвержены денатурации, которая обычно сопровождается их инактивацией. Кроме того, в клетках имеются ферменты, способные разрушить те или иные вещества, в первую очередь белки.
Выбор исходного материала для выделения чистых препаратов фермента определяется целью исследования. Для изучения свойств определенных ферментов, безотносительно источника, выбирают наиболее доступный биологический материал, содержащий большие количества фермента. При исследовании специфических ферментов из конкретных источников используют определенный биологический материал независимо от количества в нем исследуемого фермента, что усложняет процесс его выделения и очистки.
Разрушение клеток и экстракция белков

Первым этапом выделения и очистки ферментов является разрушение клеток и экстракция белковых молекул. Для разрушения клеток используют различные методы – осмотический шок, растирание кусочков ткани с кварцевым песком или стеклянными шариками, размельчение гомогенизаторами различных типов (рис. 1.2.1). Метод разрушения клеток и время обработки выбирают в зависимости от типа ткани. Эритроциты обычно подвергают осмотическому шоку. Мягкие ткани (печень, мозг) разрушают с помощью гомогенизатора Поттера. Выбор раствора для экстракции зависит от особенностей белка. Для растворимого белка используют буферные растворы. Для выделения белков, связанных с мембраной, используют детергенты. После экстракции белка гомогенат центрифугируют при 10000-20000 об/мин для удаления нерастворимого осадка. Полученная надосадочная жидкость (супернатант) называется экстрактом.
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Рис.1.2.1. Ультразвуковой гомогенизатор (а), магнитный гомогенизатор (б)
После получения экстракта, содержащего исследуемый фермент, его подвергают очистке. Все методы разделения смесей основаны на том, что разделяемые компоненты в результате каких-либо манипуляций оказываются в разных участках системы и могут быть механически отделены друг от друга. Выделение индивидуальных белков является ступенчатым процессом, т.к. на первых этапах очистки фракции содержат множество примесей. На каждой ступени разделения должна получаться фракция более богатая необходимым веществом, чем предыдущая. Такой процесс часто называют фракционированием. На каждой стадии разделения белок находится либо в виде раствора, либо в виде осадка.
Диализ
Непосредственно перед очисткой ферментов белковые растворы концентрируют. Это можно осуществить методами: а) осаждения с последующим растворением в меньшем объеме; б) адсорбции на ионообменнике с последующей элюцией; в) ультрафильтрации. После или до концентрирования белковых препаратов проводят их диализ, в результате чего из образца с помощью полупроницаемой мембраны удаляются низкомолекулярные соединения, которые замещаются буфером. При диализе молекулы растворенного низкомолекулярного вещества проходят через полупроницаемую мембрану, а неспособные диализировать коллоидные частицы остаются в ней (рис. 1.2.2). Простейший диализатор представляет собой мешочек из коллодия (полупроницаемого материала), в котором находится диализируемая жидкость. Мешочек погружают в растворитель. Постепенно концентрация диализирующего вещества в диализируемой жидкости и растворителе становятся равными. Меняя растворитель, можно добиться практически полной очистки от нежелательных примесей. Скорость диализа крайне низка. Для ускорения диализа увеличивают площадь мембраны, повышают температуру и осуществляют непрерывную смену растворителя. Экстракт, прошедший диализ, называю диализатом.
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Рис. 1.2.2. Простейшая система для диализа

Тепловая денатурация
На начальном этапе очистки для разделения белков иногда используют тепловую обработку. Она эффективна, если белок относительно устойчив в условиях нагревания, в то время как сопутствующие белки денатурируют. При этом варьируют рН раствора, продолжительность обработки и температуру.
После проведения первых этапов очистки белки в экстракте отличаются друг от друга растворимостью, молекулярной массой, величиной суммарного заряда молекулы, относительной стабильностью и т.д. Эти различия используют для дальнейшего разделения белков.
Осаждение белков
Классическим методом разделения белков является метод их разделения на основе различной растворимости. Для осаждения необходимо понизить каким-либо способом растворимость белка. В целом растворимость белков зависит от их способности к гидратации. У глобулярных водорастворимых белков высокий уровень гидратации обеспечивается расположением гидрофильных групп на поверхности. Добавление органических растворителей понижает степень гидратации и приводит к осаждению белка. Принцип такого метода заключается в том, что по мере возрастания концентрации органического растворителя снижается способность воды к сольватации заряженных гидрофильных молекул фермента. Происходит снижение растворимости белков до уровня, при котором начинается их агрегация и осаждение. Важным параметром, влияющим на осаждение, является размер молекулы белка. Чем больше молекула белка, тем ниже концентрация органического растворителя, вызывающая осаждение белка.

Осаждают белки также с помощью солей, например, сульфата аммония. Этот способ называют высаливанием. Высаливание при добавлении необходимого количества соли – эффективный способ концентрирования. Принцип этого метода основан на том, что при повышении концентрации соли в растворе происходит сжатие ионных частиц, образуемых противоионами белка, что способствует сближению их до критического расстояния, на котором межмолекулярные силы ван-дер-ваальсова притяжения перевешивают кулоновские силы отталкивания противоионов. Это приводит к слипанию белковых частиц и их выпадению в осадок.
Для выделения белков применяют также метод изоэлектрического осаждения. Заряд белков обусловлен в первую очередь остатками аспаратата и глутамата (отрицательный заряд) и остатками лизина и аргинина (положительный заряд). По мере повышения рН различными способами заряд белков изменяется от положительных до отрицательных значений и в изоэлектрической точке оказывается равен нулю, вследствие чего белок лишается своей ионной атмосферы и его частицы слипаются, выпадая в осадок.
Выпавший осадок белка отделяют фильтрацией или центрифугированием. Частицы осажденного вещества под действием центробежной силы оседают на дне центрифужных стаканов и сжимаются в плотный осадок. Скоростные центрифуги (ультрацентрифуги) создают центробежное ускорение порядка 100000g, что позволяет осаждать крупные надмолекулярные агрегаты – рибосомы и вирусы.
Гель-фильтрация
С помощью метода гельфильтрации можно быстро разделить белки в соответствии с их размерами. Носителем для хроматографии является гель, который состоит из поперечно-сшитой трехмерной молекулярной сетки, сформированной в виде гранул. Чем больше поперечных сшивок, тем меньше размеры отверстий. Гель играет роль молекулярного сита. При пропускании раствора через колонку, наполненную гранулами сефадекса, крупные частицы, размер которых превышает размер пор сефадекса, будут двигаться быстро. Мелкие молекулы будут двигаться медленно, поскольку в процессе движения будут проникать внутрь гранул (рис. 1.2.3).
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Рис. 1.2.3. Схема разделения белков методом гель-фильтрации. а – начало разделения, б – разделение, в – конец разделения. Большие кружки – частицы геля, большие точки – молекулы белков с большой молекулярной массой, маленькие точки – молекулы белков с меньшей молекулярной массой.

Разделение белков путем адсорбции
Белки обладают способностью избирательно адсорбироваться на твердых фазах. Поэтому для разделения белков широко используются адсорбционные методы, особенно колоночная хроматография (рис. 1.2.4).
Применение этих методов позволяет получить наибольшую степень очистки белков. Важнейшими адсорбентами белков являются ионообменники. Белки связываются ионообменником с помощью электростатических сил между заряженными поверхностями белков и кластерами заряженных групп на ионообменнике. При разделении белков и их анализе используется жидкостная хроматография.
В жидкостной хроматографии зона разделяемых веществ с помощью тока элюирующей (вымывающей) жидкости перемещается относительно неподвижной фазы, которая обладает разным сродством к разделяемым компонентам.
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Рис. 1.2.4. Схема колоночной адсорбционной хроматографии. Разделение двух разных веществ (А и В), перемещающихся по колонке с разной скоростью. 1 – нанесение образца на колонку; 2 – середина опыта; 3 – окончание опыта.

При перемещении зоны с помощью тока элюента каждый из разделяемых компонентов проводит некоторую часть времени на неподвижной фазе. Чем больше это время, тем медленнее перемещается зона с разделяемой смесью. Основной принцип хроматографического разделения приведен на рис. 1.2.5.
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Рис. 1.2.5. Основной принцип хроматографического разделения: НФ – слой неподвижной фазы, покрывающей внутреннюю поверхность капиллярной трубки Т, через которую течет подвижная фаза (ПФ). Компонент А1 разделяемой смеси обладает большим сродством к подвижной фазе, а компонент А2 – к неподвижной фазе. А'1 и А'2 – положения зон тех же компонентов через промежуток времени, за которое происходило хроматографическое разделение в направлении, указанном стрелкой.
Выбор ионообменника

Выбор ионообменника определяется изоэлектрической точкой выделяемого белка. При значениях рН буфера ниже изоэлектрической точки белок имеет положительный заряд и адсорбируется на катионообменнике и,
наоборот. Обычно условия адсорбции выбирают эмпирически, так как чаще всего изоэлектрическая точка белка неизвестна, хотя ее можно определить путем изоэлектрического фокусирования. На рис. 1.2.6 представлено схематическое изображение частицы ионообменной смолы.
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Рис. 1.2.6. Изображение структуры частицы ионообменной смолы. Черные кружки – заряженные функциональные группы, ковалентно связанные с нитями решетки; белые кружки – свободно перемещающиеся противоположно заряженные противоионы, электростатически связанные с частицей смолы, способные претерпевать обмен с другими ионами.

Элюция адсорбированного белка
Элюцию белков с колонки можно осуществить изменением рН буфера до величины, при которой связывание белков с адсорбентом ослабевает, кроме того, повышением ионной силы буфера, что вызывает ослабление электростатического взаимодействия между белком и адсорбентом.
Аффинная хроматография
При аффинной хроматографии используют иммобилизованный на адсорбенте лиганд, осуществляющий специфический отбор белков, связывающихся с этим лигандом. После адсорбции фермент либо элюируют неспецифически (повышением концентрации соли) либо специфически (замещением белка лигандом) из раствора.
Гидрофобная хроматография
Метод гидрофобной хроматографии основан на связывании гидрофобного участка на поверхности белковой глобулы с алифатической цепью адсорбента. Гидрофобные взаимодействия усиливаются с повышением концентрации соли. При высаливании основной причиной агрегации является усиление гидрофобных взаимодействий между белками – при высоких концентрациях соли большинство белков будут адсорбироваться на гидрофобных группах, связанных с матрицей. Элюцию белков проводят с понижающимся градиентом концентрации соли. Белки, которые прочно адсорбируются, обычно удаляют с колонки добавлением в элюирующий раствор этиленгликоля.
Металлохелатная аффинная хроматография

Металлохелатная аффинная хроматография является наиболее распространенным методом очистки рекомбинантных белков. Один из приемов металлохелатной аффинной хроматографии основан на том, что некоторые аминокислоты, в частности, гистидин, способны формировать комплексы с ионами металлов. После иммобилизации на хроматографической фазе хелатирующих групп, целевой рекомбинантный белок, содержащий блок из нескольких остатков гистидина связывается с хроматографической фазой, после чего сопутствующие белки отделяются, и проводится элюция целевого белка. Кроме блока из остатков гистидина, целевой рекомбинантный белок может содержать последовательности глутатион-S-трансферазы, S-белка и других, при этом принципы хроматографического выделения целевого рекомбинантного белка остаются теми же. Недостатком метода является то, что создание соответствующего сорбента для этого вида хроматографии требует значительных усилий и сопряжено с серьезными методическими трудностями. В процессе эксплуатации сорбента происходит "вымывание" ионов металла из активных центров носителя, что сопровождается ухудшением его сорбционных характеристик. 

Высокоэффективная жидкостная хроматография
Отличительной особенностью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) является наличие в аппаратуре специальных насосов, позволяющих с высокой скоростью продавливать жидкую фазу через колонку, имеющую диаметр частиц от 3 до 15 мкм, а также наличие высокочувствительных детекторов для обнаружения разделенных веществ. Хроматографы для ВЭЖХ включают несколько блоков: дегазатор (для удаления растворенного кислорода из растворителей), насос, термостат, детектор (УФ, рефрактометр и др.) (рис. 1.2.7). На хроматограф могут быть установлены различные колонки: ионообменные, гельфильтрационные, гидрофобные и др.
При разделении высоколабильных белков высокое давление нежелательно, поэтому применяют хроматографию при среднем давлении.
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Рис. 1.2.7. Схема высокоэффективного жидкостного хроматографа. 1 – резервуар для элюента, 2 – насос, 3 – инжектор для ввода пробы, 4 – колонки для ВЭЖХ, 5 – термостат, 6 – детектор с проточной кюветой, 7 – регистрирующая система, 8 – персональный компьютер.

Электрофорез
Электрофорез считается очень эффективным способом разделения белков. Принцип разделения белков методом электрофореза заключается в том, что молекула белка в растворе при любом рН, отличающемся от ее изоэлектрической точки, имеет заряд. Это приводит к тому, что белок движется в электрическом поле. Движущая сила определяется величиной напряженности электрического поля Е умноженной на суммарный заряд частицы z. Этой силе противостоят силы вязкости среды, пропорциональные коэффициенту вязкости η, радиусу частицы r (стоксовскому радиусу) и скорости v. 
E∙z = 6πηrv
Удельная подвижность:

u = z / 6πηrv
Таким образом, молекулы приобретают разные скорости в зависимости от величины заряда и размеров.

После отключения тока гель помещают в специальный раствор, где интересующие исследователя белки окрашиваются. Существует электрофорез в растворе, но он имеет ограниченное применение, т.к. исследуемые белки часто подвергаются значительному диффузионному размыванию. Однако сейчас стало возможным применять этот метод в условиях невесомости в космосе, что устраняет конвекционные токи, обуславливающие диффузионную размывку.
Изоэлектрическое фокусирование
Метод изоэлектрического фокусирования заключается в создании системы с градиентом рН. Белки, движущиеся в электрическом поле, достигают в этой системе такой области, в которой значение рН равно их изоэлектрической точке. При этом значении суммарный заряд белка равен нулю и он не способен перемещаться в электрическом поле. Изоэлектрическое фокусирование обладает наивысшей разрешающей способностью при разделении смеси белков, хотя этот метод не позволяет разделить белки по  величине их молекул. При изоэлектрическом фокусировании диффузия ограничена. Как только белковая молекула диффундирует и попадает в зону, отличающуюся по значению рН от ее изоэлектрической точки, она получает заряд и мигрирует в обратном направлении.
Капиллярный электрофорез
В настоящее время одним из наиболее перспективных методов анализа становится капиллярный электрофорез. Система капиллярного электрофореза включает кварцевый капилляр, источник высокого напряжения, устройство ввода пробы, детектор и устройство вывода информации. В капилляре компоненты пробы, имеющие заряды, перемещаются в соответствии с их электрофоретическими подвижностями. Таким образом, происходит разделение исходной смеси, и на выходе капилляра вблизи анода формируются зоны, содержащие индивидуальные компоненты. Появление компонентов регистрируется с помощью детектора. Полученная запись называется электрофореграммой.

Двумерные системы электрофореза
Все описанные выше методы зонального разделения являются одномерными, разделение в них происходит в одной координате. Наряду с этим применяются двумерные системы разделения на пластинах. При этом разделяемую смесь в виде пятна наносят на один из углов и разделяют в одном направлении. Затем какие-либо параметры, определяющие разделяющую способность системы, изменяют и проводят разделение в перпендикулярном направлении. При удачном подборе системы и условий разделения удается разделить те компоненты, которые не разделились при первой процедуре. Комбинации методов могут быть довольно разнообразны: двумерная хроматография с использованием в разных направлениях разных элюентов, хроматография в одном, а электрофорез – в другом направлении (рис. 1.2.8).
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Рис. 1.2.8. Схематическое представление хода двумерного электрофореза
Для сложных смесей белков используется разделение в направлении, перпендикулярном первому. Таким образом, в первом направлении белки разделяются в соответствии с их изоэлектрическими точками, а во втором – в соответствии с размерами субъединиц. Этот метод позволяет разделить одновременно до 5000 белков.
Кристаллизация белков
Кристаллизация белков используется, 1) как завершающая стадия очистки белков; 2) для доказательства гомогенности белков; 3) как метод стабилизации белков при хранении; 4) для определения третичной структуры белков методом рентгеноструктурного анализа.

Кристаллы растут из пересыщенных растворов вследствие агрегации высокоупорядоченным способом (рис. 1.2.9), кроме того, могут образовываться и в очень разнородных смесях белков. Если примеси не находятся в пересыщенном состоянии, то агрегировать будет тот белок, который присутствует в этом состоянии, и будут образовываться его кристаллы. Чтобы началась кристаллизация, необходимо создать такие условия, в которых белковый раствор становится перенасыщенным, что приводит к белок-белковой агрегации. Для этого используют осадители (вещества, уменьшающие растворимость): сульфат аммония, полиэтиленгликоль, органические растворители.
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Рис.1.2.9. Кристаллы белка каталазы

Доказательства гомогенности белка
Исследование особенностей строения и свойств фермента начинают после доказательства гомогенности белкового препарата. Для доказательства гомогенности белка используют: электрофорез; определение молекулярной массы с помощью масс-спектрометрии; метод изоэлектрофокусирования; ультрацентрифугирование; аминокислотный анализ; кристаллизацию.

Контрольные вопросы
1. Какие детекторы используются в ВЭЖХ? На чем основан принцип их действия?

2. Опишите методы протеомики.

3. Что такое функциональная и структурная протеомика?

4. Как осуществляется протеомный анализ молекулярных взаимодействий?

5. В чем заключается принцип определения белков с помощью масс-спектрометрии?

Тема 1.3. Методы изучения уровней структурной организации ферментов

Контрольные вопросы
1. Опишите принцип работы автоматического аминокислотного анализатора.

2. Какие методы определения N-концевых аминокислотных остатков в полипептидной цепи Вы знаете?

3. Какие методы определения С-концевых аминокислотных остатков в полипептидной цепи Вы знаете?

4. С помощью каких методов можно определить местоположение дисульфидных связей?

5. Что такое метод фингерпринта?

6. Какие ферменты используются для фрагментации полипептидной цепи?

7. Что такое метод перекрывающихся пептидов?

8. Для изучения пространственной конформации белка, какие используются методы?

9. Чем можно вызвать диссоциацию олигомерного белка на протомеры?
Раздел 2. Ферментативный катализ
Тема 2.1. Механизм действия оксидоредуктаз на примере алкогольдегидрогеназы

Контрольные вопросы
1. Какую реакцию катализирует алкогольдегидрогеназа?
2. Какой кофактор входит в активный центр алкогольдегидрогеназы?
3. Радикалы каких аминокислотных остатков каталитическую и вспомогательную роль в активности алкогольдегидрогеназы?
4. Роль алкогольдегидрогеназы в метаболизме алкоголя?

5. Порядок взаимодействия субстрата и кофактора с активным центром алкогольдегидрогеназы?
6. Наблюдаются ли конфармационные изменения в молекуле алкогольдегидрогеназы при взаимодействии с участниками ферментативного процесса?

Тема 2.2. Специфичность сериновых протеиназ
Механизм действия гидролаз на примере лизоцима

Лизоцим – фермент относительно небольшого размера, расщепляющий полисахаридный компонент клеточных стенок бактерий. По своей структуре указанный полисахарид представляет собой чередующийся полимер остатков N-ацетилглюкозамина (NAG) и N-ацетилмурамовой кислоты (NAM), соединенных гликозидными связями β (1→4) (рис. 21 и 22).
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Рис. 21. Углеводные остатки в полисахариде клеточных стенок бактерий

Лизоцим гидролизует глизозидную связь между С-1 остатка NAM и С-4 остатка NAG. Олигомеры N-ацетилглюкозамина также гидролизуются лизоцимом. При этом гекса-NАG и более длинные полимеры легко расщепляются ферментом, тогда как три-NАG и ди-NАG гидролизуютсяс крайне малой скоростью. Три-NАG – сильный конкурентный ингибитор фермента.
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Рис. 22. NAM связана с NAG гликозидной связью β(1→4)

Трехмерная структура лизоцима и его комплекса с три-NАG изучена на атомарном уровне. Исследования были проведены в 1965г. Д. Филлипсом с сотрудниками. Установлено, что три-NАG занимает половину щели, идущей поперек молекулы фермента, с которым он связывается большим количеством водородных связей (рис. 23) и вандерваальсовых взаимодействий. На основе данных о структуре комплекса лизоцима с три-NАG была построена модель, предсказывающая, как связывается с лизоцимом его эффективный субстрат гекса-NАG.
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Рис. 23. Водородные связи между три NAG и лизоцимом. Участвующие в образовании водородных связей химические группы субстрата показаны синим, соответствующие группы фермента – красным.

На основании структурных данных Д. Филлипсом с сотрудниками предложена гипотеза механизма каталитического действия лизоцима; суть гипотезы состоит в следующем. Первое: критическими группами для катализа являются неионизированная карбоксильная группа остатка глутамата-35 и карбоксилат-ион аспартата-52. Обе группы расположены на расстоянии около 0,3 нм от гидролизуемой гликозидной связи, а именно связи между остатками D и Е гексамерного субстрата. Нужно отметить, что буквами D, E и F обозначили три дополнительных остатка сахара, поместившихся в щели на ферменте при тщательном построении моделей. Второе: глутамат-35 отдает Н+ связи между С-1 кольца D и гликозидным атомом кислорода, что приводит к разрыву этой связи (рис. 24). 
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Рис. 24. Первый этап постулированного механизма действия лизоцима - перенос Н+ от Glu 35 на атом кислорода гликозидной связи и образование иона карбония

С-1 кольца D становится положительно заряженным; такая переходная форма называется ионом карбония.
Третье: ион карбония реагирует с ОН¯-группой растворителя, а глутамат-35 присоединяет водород, возвращаясь в исходную протонированную форму (рис. 25).
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Рис. 25. Реакция гидролиза завершается присоединением ОН¯ к промежуточно образовавшемуся иону карбония и Н+ к боковой цепи Glu 35

После того как продукты реакции удаляются от фермента в результате диффузии, лизоцим готов к новому каталитическому циклу. Четвертое: скорость катализа значительно увеличивается под действием двух факторов, способствующих промежуточному образованию иона карбония: это электростатический фактор, а именно близость отрицательно заряженной боковой цепи аспартата-52 и геометрический фактор, состоящий в том, что кольцо D деформируется, приобретая конформацию полукресла, что приводит к распределению положительного заряда иона карбония между С-1 и атомом кислорода углеводного кольца (рис. 26).
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Рис. 26. Измененме конформации кольца D субстрата лизоцима в конформацию полукресла

На рис. 26 под буквой А обозначен углеводный остаток в обычной конформации кресла, под Б – при связывании с лизоцимом атом кислорода кольца и С-5 в углеводном остатке D перемещаются так, что С-1, С-2, С-5 и оказываются в одной плоскости, как это показано под буквой В.

Контрольные вопросы
1. Строение, свойства и биологическая роль лизоцима?

2. Субстраты лизоцима?

3. Каким образом была построена модель, предсказывающая, как связывается с лизоцимом его эффективный субстрат гекса-NАG.?

4. В чём состоит суть гипотезы механизма каталитического действия лизоцима, предложенная Д. Филлипсом с сотрудниками?

5. Что такое ионом карбония?
6. Каким образом электростатический фактор способствует промежуточному образованию иона карбония?

7. Каким образом геометрический фактор способствует промежуточному образованию иона карбония?

Раздел 3. Регуляция активности и компатментализация ферментов
Тема 3.1. Сходство и отличия мультиферментных комплексов от мультиферментных конъюгатов

Контрольные вопросы
1. Что такое мультиферментный комплекс?

2. Что такое мультиферментный коньюгат?

3.Пируватдегидрогеназный комплекс – это мультиферментный комплекс или коньюгат?

4. Синтаза жирных кислот – это мультиферментный комплекс или коньюгат?

5. В чём сходства и отличия мультиферментного комплекса и коньюгата?

Тема 3.2. Белок-белковые взаимодействия  в регуляции активности ферментов

Контрольные вопросы
1. Приведите примеры ферментов, в регуляции, активности которых принимают участие белок-белковые взаимодействия?

2. Какова структура протеинкиназы А?

3.Что такое псевдосубстратная последовательность в структуре протеинкиназы А?

4. Какое соединение является сигналом, приводящим к отделению регуляторных субъединиц от каталитических в протеинкиназе А?

5. В чём сходства и отличия мультиферментного комплекса и коньюгата?

Раздел 4. Прикладное значение ферментов

Тема 4.1. Создание ферментов с заданными свойствами путем сайт-специфического мутагенеза
Контрольные вопросы
1. Что такое сайт-специфическй мутагенез?
2. В чём преимущества сайт-специфического мутагенеза перед другими классическими методами мутирования?

3. Какие мутации можно получить при использовании направленного мутагенеза?

4. В чём отличия сайт-специфическй мутагенеза от сегмент-специфического?
5. Каким образом может быть использован сайт-специфическй мутагенез для изучения механизмов катализа, субстратной специфичности ферментов, стабильности полипептидов?

6. Приведите пример создания фермента с заданными свойствами методом сайт-специфического мутагенеза с использованием эндонуклеаз рестрикции?
7. Приведите пример создания фермента с заданными свойствами методом сайт-специфического мутагенеза с использованием сайт-специфического олигонуклеотид-направленного мутагенеза?
8. В чём приемущества и недостатки использования сайт-специфического мутагенеза с применением эндонуклеаз рестрикции?
III. НАПИСАНИЕ И ЗАЩИТА РЕФЕРАТА
При изучении курса «Энзимология» студент должен подготовить реферат по одной из предложенных преподавателем тем или предложить свою тему.

Темы рефератов и задания по их написанию выдаются лектором на первой лекции вместе со списком учебной литературы.

Указания по написанию реферата.
Одной из форм самостоятельной работы студентов является написание реферата. Реферат – краткое описание рецензируемых текстов с набором ключевых понятий и основных положений. Работа над рефератом способствует повышению общей и профессиональной эрудиции студентов. Реферирование может быть посвящено отдельной проблеме или содержать обобщение разных точек зрения по определенной теме. Автор реферата определяет свое отношение к рассматриваемым научным позициям, взглядам или определениям, принадлежащим различным авторам. Реферат должен представлять собой научную ценность, поэтому подход студента к написанию реферата должен иметь исследовательский характер. При подготовке реферата следует использовать монографии, обзоры и оригинальные научные статьи.

Выполнение реферативных работ осуществляется в несколько этапов: выбор темы, составление плана, проработка литературных источников с их анализом, написание и защита реферата. Тема реферата выбирается из рекомендованного списка или по предложению студента (с согласия преподавателя).

Рекомендуемый объём реферата – около 20 страниц компьютерного набора через 1,5 интервала. Высота букв (кегль) – 14. Текст должен быть напечатан на одной стороне стандартного листа белой бумаги формата А4 (210 х 297 мм). Страницы должны иметь поля: левое – 30 мм; верхнее – 25 мм; правое – 15 мм; нижнее – 20 мм. Страницы нумеруются вверху (от центра). К реферату прилагается презентационный материал, включающий около 10 слайдов. Структура реферата и правила оформления рисунков, схем, цитируемой литературы аналогичны требуемым для курсовых и дипломных работ. 

Примерные темы рефератов*.

1. Иммобилизованные ферменты. Методы получения, применение в промышленности и медицине.

2. Основные типы биолюминесцентных систем. Биолюминесцентный анализ активности ферментов.

3. Протеолитические ферменты – строение, активация, механизм действия.

4. Пути создания биологических катализаторов с заданными свойствами.

5. АDР- рибозилирование ферментов как механизм изменения их активности.

6. Аминотрансферазы – строение, свойства, роль в метаболизме аминокислот.

7. Изоферменты – классификация, номенклатура, роль в метаболизме.

8. Фосфофруктокиназа – аллостерический поливалентный фермент.

9. Протеинкиназы, строение, механизм действия и биохимические функции.

10. Белок-белковые взаимодействия как механизм регуляции активности ферментов.

11. Особенности функционирования и регуляции мембранносвязанных ферментов.

12. Цитохромы Р450. Строение, механизм действия и биохимические функции.

13. ДНК-полимераза I. Строение, механизм действия, роль в процессе репликации.

14. Аспартокиназа – гомосериндегидрогеназа как пример бифункционального фермента. Строение, функции, регуляция. 

16. Мультиферментные комплексы: строение и функционирование пируватдегидрогеназного комплекса.

* Студенту предоставлено право выбора темы реферата, при условии что он будет написан на основе изучения оригинальной научной литературы.

IV. ЗАДАНИЯ И ЗАДАЧИ
Пример решения задачи

Задача. Активный центр фермента обычно представляет собой "карман" на поверхности фермента, выстланный боковыми цепями аминокислот, необходимыми для связывания субстрата и катализа его химического превращения. Молекула карбоксипептидазы, последовательно отщепляющей С-концевые аминокислотные остатки от субстратов (пептидов), состоит из одной полипептидной цепи (307 аминокислотных остатков (АО)). Три главные каталитические группы в активном центре – это аргинин 145, тирозин 248 и глутаминовая кислота 270 (номер указывает положение аминокислоты в цепи).
а) Если бы карбоксипептидаза представляла собой идеальную ( -спираль, то на каком расстоянии (в нм) друг от друга находились бы аргинин 145 и тирозин 248, аргинин 145 и глутаминовая кислота 270?
б) Объясните, каким образом эти три аминокислоты, расположенные так далеко друг от друга в полипептидной цепи, могут катализировать реакцию, участники которой занимают пространство размером в несколько десятых долей нанометра.
в) Если в процессе гидролиза участвуют только эти три каталитические группы, для чего ферменту необходимо иметь так много аминокислотных остатков?
Решение.

а) Сначала найдём расстояние между аргинином 145 и тирозином 248 в АО: 248 – 145  =  103 АО. Затем выразим найденное расстояние из АО в нм, учитывая то, что шаг ( -спирали соответствует периоду 0,54 нм или 3,6 АО. Для этого составим пропорцию:

0,54 нм --- 3,6АО

    X нм --- 103АО

Откуда X = 0,54*103/3,6=15,5нм (расстояние между аргинином 145 и тирозином 248).

Аналогично найдём расстояние между аргинином 145 и глутаминовой кислотой 270 в АО: 270 – 145  =  125 АО. Затем выразим найденное расстояние из АО в нм. Для этого составим пропорцию:

0,54 нм --- 3,6 АО

    X нм --- 125 АО

Откуда X = 0,54*125/3,6=18,8 нм (расстояние между аргинином 145 и глутаминовой кислотой 270).

б) При образовании трёхмерной конформации фермента эти аминокислоты оказываются в непосредственной близости друг от друга.

в) Белок служит «каркасом», поддерживающим каталитичсекие группы в правильной ориентации.

Примерный перечень используемых задач

Раздел 1.Структура и свойства ферментов

1. Из экстракта, содержащего 500 мг общего белка и 100 ед. активности фермента, получен препарат, содержащий 2 мг белка и 80 ед. активности. С каким выходом (по активности) получен фермент и какова степень его очистки? 
2. Дана смесь белков:
	Название белка
	Молекулярная масса
	pI белка

	Церулоплазмин
g-Глобулин
b-Лактоглобулин
	151 000
150 000
37 100
	4.4
6.3
5.2


Предложите методы разделения белков и укажите последовательность их выделения из смеси.
3. При каких значениях рН наиболее целесообразно электрофоретическое фракционирование: а) миозина и гемоглобина; б) уреазы и гемоглобина; в) щелочной фосфатазы, сывороточного альбумина и уреазы; г) цитохрома с и гемоглобина, если изоэлектрическая точка миозина – 5,4; щелочной фосфатазы – 4,5; гемоглобина – 6,8; уреазы – 5,0; цитохрома С – 10,65? 
4. Используя обозначения: К – катод, А – анод, С – линия старта, укажите направление перемещения при электрофорезе следующих белков: а) тропомиозина – в буферной системе с рН 5,1; б) гемоглобина – рН 4,8; в) рибонуклеазы – рН 4,2; 9,5; 11,3; учитывая, что изоэлектрическая точка тропомиозина – 5,1; гемоглобина – 6,8; рибонуклеазы – 9,45.

5. Как изменится электрофоретическая подвижность белка (изоэлектрическая точка его равна 6,8; фракционирование ведется при рН 7,0), если в его молекуле: а) глу заменен на вал; б) лиз заменен на глу; в) глу заменен на лиз; г) вал заменен на глу; д) гис заменен на арг? 
6. Токсический эффект тяжелых металлов, например Cd2+ и Hg2+, объясняется тем, что они могут замещать Zn2+ в активном центре определенных ферментов. Приведите примеры ферментов, в активном центре которых содержатся металлы, и объясните: а) как при этом изменяется активность ферментов и почему; б) почему при этом изменяется скорость транскрипции, а также снабжение клеток кислородом.
7. В двух пробах за 10 мин гидролизовалось равное количество крахмала: в первой пробе количество амилазы 2 мг, во второй – 5 мг. Одинакова ли активность амилазы в обеих пробах?

8. В гомогенатах печени двух крыс обнаружена одинаковая удельная активность фруктозо-l,6-бисфосфатазы. Одинаковое ли количество этого фермента содержится в 1 г печени обеих крыс? Почему вы так считаете? 

а) дайте определение удельной активности фермента, объясните, какова размерность этой величины;


б) напишите реакцию, которую катализирует фермент, назовите вещества, которые могут повлиять на ак
тивность этого фермента в печени.
9. Рассмотрите схему ферментативной реакции. Сравните структурные формулы субстрата и продукта:
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а) Назовите класс фермента, катализирующего данную реакцию.
б) С участием какого кофермента протекает реакция? Напишите формулу витамина, входящего в его состав.
в) Рассчитайте удельную активность фермента, если за 30 с 1 мг фермента при оптимальных условиях инкубации (рН 7,2; 37 0С) превращает 50 мкмоль пирувата.
10. Добавление адреналина к гомогенату или препарату разрушенных клеток здоровой печени приводит к увеличению активности гликогенфосфорилазы. Однако если гомогенат предварительно центрифугировать при высокой скорости и затем к прозрачной надосадочной жидкости добавить адреналин или глюкагон, то увеличения фосфорилазной активности не наблюдается. Объясните причину данного явления.

11. При длительном приеме антибиотиков и сульфаниламидов происходит угнетение микрофлоры кишечника, участвующей в синтезе пиридоксина. Скорость каких реакций в клетках уменьшится и почему?

а) напишите несколько реакций, для протекания которых необходим пиридоксин;

б) какое значение имеют эти реакции для организма человека?
12. Напишите схемы реакций, назовите ферменты, ускоряющие указанные реакции, и определите класс ферментов:

А) Глюкоза  +  АТР  →  Глюкозо-6-фосфат;

Б) Глюкозо-1-фосфат  →  Глюкозо-6-фосфат;

В) Молочная кислота  +  NAD+  →  Пировиноградная кислота  +  NADН  +  Н+;

Г) Аланин  +  Н2О  →  Молочная кислота  +  NH3.

13. Назовите по рациональной номенклатуре ферменты, катализирующие гидролиз: а) дипептида; б) лактозы; в) сахарозы; г) амилозы.
14. Инкубационная проба объёмом 3 мл содержит 2,75 мл. буфера, 200 мкл субстрата с конечной концентрацией 0,3 мМ и 50 мкл кофермента с конечной концентрацией 0,2 мМ. Рассчитайте начальные концентрации субстрата и кофермента.

Раздел 2. Ферментативный катализ
1. Фермент проявляет относительную специфичность. Определите, исходя из величины Км тот субстрат, который будет подвеграться каталитическому превращению с наибольшей скоростью при концентрации субстрата, равной : а) Км= 2*10-1М; б) Км= 2*10-3М;в) Км= 2*10-4М; г) Км= 2*10-6М.

2. Сериновые протеазы проявляют групповую специфичность к субстратам. Эти ферменты имеют похожую структуру и общий каталитический механизм, но различаются по субстратной специфичности. Что определяет специфичность этих ферментов к субстрату, а что специфичность к пути превращения?
а) объясните название этих ферментов – «сериновые протеазы»;
б) сравните структуру каталитического и субстратсвязывающего участков активного центра химотрипсина, трипсина и эластазы.
3. Метанол (древесный спирт), который когда-то использовался как антифриз для автомобилей, очень токсичен; прием внутрь всего лишь 30 мл метанола может привести к смерти. Такая необычайно высокая токсичность метанола обусловлена действием не столько самого метанола, сколько продукта его метаболизма – формальдегида. Метанол быстро окисляется до формальдегида под действием фермента печени алкогольдегидрогеназы:
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4. Один из методов лечения при отравлении метанолом состоит в том, что больному назначают этанол (этиловый спирт) либо внутрь, либо внутривенно в количествах, которые у здорового человека вызывают интоксикацию. Объясните, почему такое лечение оказывается эффективным?

	№ 

п/п
	Разделы 

дисциплины
	Темы для самостоятельной работы,   трудоемкость (часы)

	1
	Раздел1. 

Структура и свойства ферментов.
	1.1. Классификация и номенклатура ферментов (2 ч.)
1.2. Методы выделения и очистки ферментов (2 ч.)
1.3. Методы изучения уровней структурной организации ферментов (2 ч.)
1.4. Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

	2
	Раздел 2. Ферментативный катализ.
	2.1. Механизм действия оксидоредуктаз на примере алкогольдегидрогеназы (2 ч.)
2.2. Специфичность сериновых протеиназ (2 ч.)
2.3 Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

	3
	Раздел 3. Регуляция активности и компартментализация ферментов.
	3.1. Сходство и отличия мультиферментных комплексов от мультиферментных конъюгатов (2 ч.)
3.2. Белок-белковые взаимодействия  в регуляции активности ферментов (2 ч.)
3.3. Решение задач и выполнение заданий (4 ч.)
3.4. Реферат (8 ч.)

	4
	Раздел 4. Прикладное значение ферментов.
	4.1. Создание ферментов с заданными свойствами путем сайт-специфического мутагенеза (2 ч.)

4.2. Решение задач и выполнение заданий (2 ч.)

4.3. Реферат (2 ч.)


Раздел 3. Регуляция активности и компартментализация ферментов
1. Чем отличается изменение ферментативной активности путем ковалентной модификацией от аллостерической регуляции?
2. В метаболической цепи реакций реакция, катализируемая ферментом Е1, протекает с наименьшей скоростью.
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а) Какой фермент может быть регуляторным в данной цепи реакций?
б) Какой из продуктов реакций (Р1, Р2, Р3, Рn) может служить ингибитором метаболического пути? Объясните, почему.
в) Назовите тип регуляции.
г) Каковы структурные особенности регуляторного фермента?
3. Докажите, что быстрая и эффективная регуляция активности метаболического пути осуществляется аллостерическими ферментами, а не ферментами, подчиняющимися кинетике Михаэлиса.
4. Исследователям аденилатциклазной системы удалось выделить мутантные клетки мышиной лимфомы, способные связывать гормон и содержащие нормальное количество фермента аденилатциклазы. Однако присоединение гормона не приводило к повышению концентрации сАМР. Какой блок отсутствовал в цитоплазматической мембране мутантных клеток? Для ответа на вопрос:

а) приведите схему трансмембранной передачи сигнала;

б) укажите особенности строения этого белка;

в) объясните, какую роль играет этот белок в функционировании аденилатциклазной мессенджерной системы.
5. Для изучения инозтитолфосфатной системы использовали мембраны клеток печени. В инкубационную среду добавили активатор рецептора и субстрат фосфолипазы С. Однако концентрация Са2+ не возрастала. Что забыли добавить в инкубационную среду исследователи? 
Для решения задачи: 
а) приведите схему инозитолфосфатной мессенджерной системы передачи сигнала;

б) объясните, на каком этапе функционирования системы необходимо это вещество.

6. Существует выражение «сахарный диабет – это голод среди изобилия». Для обоснования этого выражения ответьте на вопросы и выполните задание:

а) в каких тканях протекает метаболизм по типу голодания на фоне гипергликемии;

б) какие метаболические пути активируются и ингибируются в этих тканях;

в) представьте схему одного из метаболических путей, скорость которого повышена в этих условиях;

г) какие симптомы сахарного диабета отражают эти изменения метаболизма.
7. Изобразите схему передачи сигнала в фосфоинозитидной мессенджерной системе.

8. Назовите соединение, структурная формула которого изображена ниже, укажите связь, на которую действует фосфолипаза С.
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9. Объясните механизм стимулирующего действия кофеина.

10. Чем можно объяснить, что многие тирозинкиназные рецепторы вовлечены в процессы злокачественного роста?
11. Объясните причину ускорения инициации опухоли канцерогенами, при воздействии форболовых эфиров.
12. В каком направлении будет изменяться активность аденилатциклазы в результате действия гормона на данный рецептор?
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13. Перекисное окисление липидов (ПОЛ) может приводить к нарушению основных функций биологических мембран. Одним из проявлений ПОЛ мембран является нарушение липид-белковых взаимодействий. Как это отразится на функциях белков мембран? Для ответа на этот вопрос:

а) объясните, какие компоненты молекул липидов подвергаются этой модификации;

б) укажите, какие процессы, протекающие в клетке, могут быть источниками активных радикалов, инициирующих ПОЛ;

в) приведите примеры мембранных белков и объясните влияние липидного окружения на их функции.
14. Молекула холестерола легко встраивается в бислой мембраны. Существует механизм защиты клеток от избытка ХС – это реакция его этерификации. Образованный продукт не удерживается в мембране. Как изменится содержание ХС в бислое при снижении активности этого фермента? Для решения задачи: 

а) напишите схему реакции этерификации ХС, назовите фермент; 

б) укажите, какие изменения в структуре мембран наблюдаются при этом нарушении;

в) объясните, как повышение содержания ХС будет влиять на функционирование мембранных ферментов. 
15. Нарисуйте схему действия гидрофильных гормонов на примере адреналина.

16. Нарисуйте схему действия гидрофобных гормонов.

Раздел 4. Прикладное значение ферментов
1. Составьте схему эксперимента по получению рекомбинантной гексозаминидазы А человека для ее использования в качестве лекарственного препарата.

2. Составьте схему эксперимента по сайт-специфическому мутагенезу глюкозо-6фосфат дегидрогеназы с заменой Arg132 на Ala.

3. Перечислите преимущества и недостатки рекомбинантных ферментов и рекомбинантных ферментативных систем перед природными.

4. Составьте схему эксперимента по изменению специфичности рестриктазы ecori методами генной инженерии. 

5. Предложите конструкцию эффективного экспрессионного вектора.

6. Предложите схему эксперимента по созданию искусственного метаболического пути, объединяющего один бактериальный и один растительный фермент.

7. Предложите перечень методов с их краткой характеристикой, которые можно использовать для проверки того, что свойства ферментов действительно изменились после генно-инженерных манипуляций. 

V. ПЕРЕЧЕНЬ ПРИМЕРНЫХ ВОПРОСОВ 
К ЭКЗАМЕНУ ПО КУРСУ «ЭНЗИМОЛОГИЯ»
1. Общие правила работы с ферментами.

2. Способы количественного выражения активности ферментов. Единицы ферментов.

3. Методы определения активности ферментов: спектрофотометрический, флуориметрический, колориметрический, манометрический, биолюминесцентный, иммунохимический.

4. Методы регистрации ферментативной активности: стационарный (по конечной точке), непрерывный.

5. Три этапа количественного определения активности ферментов.

6. Использование сопряженных ферментативных реакций для определения активности ферментов.

7. Методы экстракции и выделения ферментов

8. Жидкостная хроматография белков. Виды хроматографии.

9. Электрофорез. Принцип метода. Расчет подвижности биомолекул в электрическом поле. Капиллярный электрофорез. Двумерный электрофорез. Преимущества двумерного электрофореза.

10. Активный центр ферментов: общие представления. Использование метода РСА для изучения топографии активных центров.

11. Активные центры простых ферментов.

12. Активные центры сложных ферментов.

13. NAD(P). Строение, свойства, биохимические функции.

14. FMN, FAD. Строение, свойства, биохимические функции.

15. Убихиноны. Строение, свойства, биохимические функции.

16. Железопорфириновые коферменты. Строение, свойства, биохимические функции.

17. Аскорбат. Строение, свойства, биохимические функции.

18. HSCoA. Строение, свойства, биохимические функции.

19. Пиридоксаль-5-фосфат. Строение, свойства, биохимические функции.

20. Тетрагидрофолат. Строение, свойства, биохимические функции.

21. Нуклеозидфосфаты. Строение, свойства, биохимические функции.

22. Тиаминдифосфат. Строение, свойства, биохимические функции.

23. Биотин. Строение, свойства, биохимические функции.

24. Кобамидные коферменты. Строение, свойства, биохимические функции.

25. Истинные металлоэнзимы и металлоэнзимные комплексы. Роль металлов в функционировании ферментов. 

26. Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации фермента.

27. Зависимость скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата. Константы КS, KM, VMAX. Число оборотов ферментов.

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

29. Кинетическая классификация ингибиторов. Константа ингибирования (Кi). Конкурентное ингибирование.

30. Неконкурентное ингибирование, смешанное ингибирование. бесконкурентное ингибирование. Методы определения константы ингибирования.

31. Кинетика аллостерических ферментов. Уравнение Хилла. Методы определения коэффициента Хилла (метод Хилла, Курганова с соавторами).

32. Обработка экспериментальных данных для определения VMAX и [S]0,5 у аллостерических ферментов. Коэффициент крутизны – RX, методы его определения. Связь RX и h.
33. Модели аллостерических ферментов.

34. Аспартаткарбамоилтрансфераза – ключевой фермент пути биосинтеза пиримидинов.

35. Фосфофруктокиназа – поливалентный аллостерический фермент.
36. Ферментативный катализ: стадии образования и распада фермент-субстратного комплекса, доказательства его существования. Ферментативный катализ: работы Э. Фишера, Дж. Кошланда, К. Дженкса.

37. Факторы, определяющие эффективность и специфичность ферментативного катализа.

38. Карбоксипептидаза А. Строение, свойства, биологическая роль, механизм лействия.

39. Лизоцим. Строение, свойства, биологическая роль, механизм действия.

40. Специфичность действия ферментов.

41. Уровни структурной организации ферментов – от мономерных до ферментных ансамблей.

42. Внутриклеточная локализация ферментов.

43. Мономерные ферменты: изостерическая регуляция активности.

44. Ковалентная модификация ферментов как быстрый и обратимый способ регуляции их активности: общие представления.
45. Белок-белковые взаимодействия в регуляции активности ферментов.

46. Механизмы регуляции зимогенов.

47. Изоферменты. Классификация. Номенклатура. Биологическая роль изозимов лактатдегидрогеназы, креатинкиназы, гексокиназы.

48. Ковалентная модификация  - основной тип регуляции активности ферментов в клетке.
49. Каскадный механизм регуляции активности гликогенфосфорилазы.

50. Каскадный механизм регуляции активности гликогенсинтазы.

51. Строение и регуляция активности пируватдегидрогеназного комплекса.

52. Строение и регуляция активности комплекса синтазы жирных кислот.

53. Строение и регуляция гликолитического метаболона.

54. Биосинтез ферментов и его регуляция на генетическом уровне.

55. Характеристика АТР-зависимых протеаз прокариот.

56. Пути деградации ферментов у эукариот. Убиквитин-протеосомный путь.

57. Получение рекомбинантных ферментов. Основные этапы молекулярного клонирования. 

58. Изменение свойств ферментов генно-инженерными методами. Методы сайт-специфического мутагенеза.

59. Сайт-специфическое изменение свойств ферментов генно-инженерными методами.

60. Использование рекомбинантных ферментов. Метаболические пути, созданные методами генной инженерии.

61. Ферменты в выявлении энзимопатологий.

62. Наследственные энзимопатии. Классификация, механизмы возникновения.

63. Ферменты в энзимодиагностике. Факторы, влияющие на распределение ферментов в сыворотке крови.

64. Ферменты в энзимодиагностике. Источники ошибок при проведении лабораторных анализов.

65. Ферменты в энзимодиагностике. Ранняя диагностика острого инфаркта миокарда.

66.Энзимотерапия. Заместительная терапия. Использование ингибиторов ферментов. 

67. Принципы классификации и номенклатуры ферментов.

68. Оксидоредуктазы. Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов.

69. Трансферазы. Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов. 

70. Гидролазы. Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов. 

71. Лиазы. Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов. 

72. Изомеразы. Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов.

73. Лигазы (синтетазы). Характеристика ферментов важнейших подклассов и подподклассов. 
74. Иммобилизованные ферменты – способы получения.

75. Применение иммобилизованных ферментов в практической деятельности человека.
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