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Глава 3.  Энергетический обмен 

Раздел 1. Значение изучаемой темы


Энергетический обмен является одним из важнейших факторов, определяющих функциональную активность человеческого организма. Интенсивность биосинтетических процессов, роста и развития клеток, репарационных и транспортных процессов, проявление мышечных и не мышечных форм подвижности, а также функциональной деятельности нервной ткани во многом зависит от эффективности энергетического обмена. Нарушение процессов синтеза АТФ явля​ется причиной многих патологических состояний. Поэтому данный материал важен в плане подготовки врача, как с теоретической, так и с практической точек зрения.

Раздел 2. Сведения об энергетическом обмене

Общие сведения 

Окисление - это отщепление от вещества электронов; восстановление - это присоединение электронов.

       
Метаболизм - это обмен веществ. Он имеет две стороны: катаболизм и анаболизм. Катаболизм - это расщепле​ние сложных органических веществ до более простых. Анаболизм - это синтез сложных веществ из простых  веществ  с ис​пользованием энергии.

     
Для поддержания  гомеостаза (постоянства внутренней среды) в орга​низме постоянно вырабатывается энергия. Источником энергии является расщепление пищевых веществ (белков, жиров и углеводов), а также анало​гичных молекул самого организма до СО2, Н2О и NН3 (для азотсодержащих веществ).
   
Под биологическим окислением понимают все окислительно-восста-новительные реакции, происходящие в орга​низме. Наиболее важным видом окисления с энергетической точки зрения является дегидрирование суб​стратов с последующим взаимодействием отщепленного водорода с кислородом, полученным из атмосферы при дыхании, с образованием воды. В отличие от неживой при​роды, где энергия при горении веществ выделяется в виде света и тепла, в организме чело​века и животных энергия окислительно-восстановительных реакций используется на синтез АТФ, то есть переводится в химическую форму, а также выделяется в виде тепла.

    
                           Этапы  катаболизма  

1-й этап. На этом этапе макромолекулы расщепляются до своих мономеров (или строительных блоков). Так, поли​сахариды распадаются до моноса-харидов (гексоз и пентоз);   жиры - до глицерина и жирных кислот; белки - до ами​нокислот. Этот этап является специфическим, так как каждая макромолекула (полимер) своим набором ферментов расщепляется до моно​меров. 1-й этап катализируется ферментами класса гидролаз. Он локализо​ван  в пищеваритель​ном тракте для пищевых (экзогенных) макромолекул, а  для эндогенных (находя-щихся в клетках организма) - в основ​ном в лизосо​мах. Этот этап энергетической ценности не имеет. В нем выделяется менее 1% энергии, которая  рассеивается в виде тепла.

2-й этап. Является специфическим путем катаболизма. На этом этапе каждый из мономеров своим собственным путем превращается в одну из карбоновых кислот. Моносахариды, глицерин и некоторые аминокис​лоты превра​щаются в пируват. Жирные кислоты и часть аминокислот - в ацетил-КоА (активную уксусную кислоту). Некоторые аминокислоты превращаются в оксалоацетат или 2-оксоглутарат. 2-й этап происходит в митохондриях и цито​золе клеток. Образую​щаяся при этом энергия выделяется в виде тепла и используется на синтез  АТФ.

3-этап. Является общим для разных классов веществ. На этом этапе пируват в процессе окислительного  декарбок​силирования превра​щается в ацетил-КоА.  Ацетил-КоА, оксалоацетат и 2-оксоглутарат окисляются в цикле Кребса. За один оборот цикла Кребса образуются 2 молекулы СО2,. Водород, полученный в дегидрогеназных реакциях, присоединяется к НАД+ и ФАД.  с образованием НАДН и ФАДН2,   которые   окисляются в дыхательной цепи. При этом образуется вода, а выделившаяся энергия используется частично на синтез АТФ и частично рассеивается в виде тепла. Все реак​ции этого этапа локализованы в митохондриях.

    

Окислительное декарбоксилирование пирувата

Окислительное декарбоксилирование пировиноградной кислоты (пирувата) катализируется пируватдегидрогена​зой (ПДГ). ПДГ - это ком​плекс из трех ферментов, для работы которого требуются следующие вита​мины: В1 (тиамин), В2 (рибофлавин), РР (никотинамид), пантотеновая и липоевая кислоты. ПДГ осуществляет декарбоксили​рование (отщепление  карбоксильной группы) и окисление (отщепление водорода)  молекулы пирувата.

Продукты реакции и их дальнейшие превращения: 

            СО2.    В основном выделяется с выдыхаемым воздухом, 

                       а также  используется для карбок​силирования субстратов. 

Ацетил-КоА.  Расщепляется в цикле Кребса до СО2 и Н2;

            НАДН. Окисляется в дыхательной цепи. 

Регуляция ПДГ:  ПДГ может быть в двух формах: фосфорилированной (неактивной) и дефосфорилированной (активной).  АТФ, НАДН, ацетил-КоА, жирные кислоты ингибируют ПДГ, инсулин активирует.

                                              Цикл Кребса 

            (цикл  трикарбоновых кислот, цикл лимонной ки​слоты) 

1. Ход реакций смотрите в учебнике Березова Т.Т., Коровкина Б.Ф. «Биологическая химия»,1990, стр.261-264.

2. Итоговое уравнение цикла Кребса: 

Ацетил-КоА + 3НАД+ + ФАД + 2Н2О + АДФ + Н3РО4          2СО2 + 3НАДН + ФАДН2 + АТФ
Таким образом,  ацетил-КоА распадается в цикле Кребса до СО2 и Н2 , который присоединяется к кофакторам де​гидрогеназ. В ходе цикла Кребса образуется сукцинил-КоА, который содержит макроэргическую связь (первичный макроэрг). Гидролиз этой связи  со​пряжен с реакцией фосфорилирования АДФ, при этом образу​ется АТФ. Синтез АТФ с использованием энергии макроэргической связи субстрата на​зывается субстратным фосфорилированием.


 Конечные продукты цикла Кребса и пути их использования:  

        -  СО2  выдыхается с воздухом, небольшая часть используется в  реак​циях карбоксилирования.

- НАДН  и  ФАДН2  окисляются в дыхательной цепи.

 
- АТФ используется на различные виды работы: 

1) механическая работа (сокращение мышц, движение сперматозоидов, лейкоцитов);

          2) осмотическая работа или активный транспорт,  то есть движение против градиента концентрации;

3) химическая работа, когда энергия АТФ  используется в биосинте​тических процессах и на активацию субстра​тов;

          4) электрическая работа (генерация биотоков);

          5) при передаче гормонального сигнала (для работы аденилатциклазы и протеинкиназы).

                              Регуляция цикла Кребса

осуществляется  путем влияния на ключевые ферменты: цитратсинтазу (начинает процесс), изоцитратдегидрогеназу (лимитирующий фермент), 2-ок-соглутаратдегид​ро​геназу (фермент, стоящий на развилке).

 Цитратсинтазу активируют оксалоацетат и ацетил-КоА, ингибируют АТФ, НАДН, длинноцепочные ацилы-КоА, сукцинил-КоА.

 Изоцитратдегидрогеназа является аллостерическим ферментом. Ее акти​вируют АДФ,  Са2+, цАМФ.  Ингибируют изоцитратдегидрогеназу АТФ, НАДН, НАДФН.

2-оксоглутаратдегидрогеназу  активируют Са2+ и цАМФ, ингибирует сукцинил-КоА.

 
Цикл Кребса активируется под влиянием катехоламинов, глюкагона и йодтиронинов.

                              Значение цикла Кребса:

- катаболическое и энергетическое (цикл Кребса является общим конеч​ным путем распада для метаболитов всех классов соединений; в нем обра​зуется АТФ в результате субстратного фосфорилирования; он является главным поставщиком водорода для дыхательной цепи);

- анаболическое или биосинтетическое Промежуточные метаболиты цикла Кребса используются на синтез дру​гих соединений. Например, из оксалоацетата, 2-оксоглутарата и сукцината образуются аминокислоты; из окса​лоацетата - глюкоза и другие углеводы; сукцинил-КоА используется на синтез гема;
- регуляторное. Метаболиты - цитрат и АТФ являются регуляторами других процессов. Они активируют син​тез жирных кислот и ингиби​руют гликолиз.

                                   Дыхательная цепь 

           Дыхательная цепь (цепь переноса электронов) - это цепь сопряженных окислительно-восстано​ви​тель​ных реакций, в ходе которых водород, отщеп​ленный от субстратов, переносится на кислород с образованием воды и выделением  энергии. Назначение дыхательной цепи - генерирование энергии.

Компоненты дыхательной цепи называются дыхательными переносчиками. Большинство из них (кроме убихинона) являются сложными белками.

  Схема дыхательной цепи

Субстраты НАД-зав.   Субстраты ФАД-зав.

     дегидрогеназ               дегидрогеназ



Характеристика дыхательных переносчиков:

НАДН-дегидрогеназа (НАДН-ДГ)  (в схеме - ФП) - это флавинза​висимый фермент, небелковой частью которого является ФМН и железо-серные центры. НАДН-ДГ встроена во внутреннюю мембрану митохонд​рий. Она осущест​вляет перенос водорода с НАДН вначале на ФМН с обра​зованием ФМНН2, затем переносит водород с ФМНН2 на железо-серные центры и только потом на КоQ, при этом последний восстанавливается до КоQН2.   

 Таким образом, НАДН-ДГ ката​лизирует  реакцию: 

           
                      


НАДН2  +  КоQ                         НАД+    +    КоQН2 




КоQ (убихинон) - это небелковый переносчик, растворимый в ли​пидах. Восстановленная форма убихинона (КоQН2) называется убихи​нол. Убихинон может перемещаться в липидной фазе внутренней мембраны митохондрий, пред​ставляя, таким об​разом, лабильный субстрат для ферментов встроенных в мембрану.   

Цитохромы (b, c1, c, a, а3) - это сложные белки, небелковой частью которых является гем, содержащий Fe3+.  Прини​мая электрон, железо трех​валентное переходит в железо двухвалентное, отдавая электрон - переходит опять в трехва​лентное.

        Fe3+   +  e-                     Fe2+
        Fe2+   -   e-              Fe3+

 Комплекс цитохромов b-c1 является ферментом (КоQН2 -дегидро-геназой). Он переносит электроны с КоQН2  на цитохром c, при этом железо цито​хрома восстанавливается до двухвалентного. Протоны атомов водорода  выбрасываются в межмембранное пространство..

Таким образом, осуществляется реакция:



     КоQН2  + 2c(Fe3+)                   KoQ  +2Н+ + 2c(Fe2+)

Комплекс цитохромов  a-a3  является оксидазой. Он переносит элек​троны с цитохрома c на кислород, превращая последний в ион (О2-). Цито​хромоксидаза катализирует реакцию:


                2c(Fe2+)   +  1/2 О2                    2c(Fe3+)  +  О2- 

Ионы кислорода и протоны водорода взаимодействуют с образова​нием воды.

Перенос электронов по дыхательной цепи происходит по градиенту окисли​тельно-восстановительного потенциала (Ео). Окислительно-восста​новительный потенциал характеризует способность  сопряженной окисли​тельно-восста​новительной пары обратимо отдавать электроны. Чем более отрицательна величина Ео, тем выше способность дан​ной пары отда​вать электроны, чем более положительна - тем выше способность принимать        электроны. Величина Ео у пары НАДН/НАД+  -0,32в, Ео у пары Н2О/О2- +0,82в,  при этом разность между этими величинами составляет 0,82-(-0,32)=1,14в. Этому  соответствует  разность свободной энергии - 220 кдж на пару перено​симых электронов. Этого количества энергии достаточно для синтеза 4 молекул АТФ. Однако в дыхательной цепи синтезируется только 3 АТФ. Синтез АТФ происходит в тех участках дыхательной цепи, где наибольший перепад окислительно-восстанови​тельного потенциала. В этих участках энергии выделяется столько, что ее достаточно для проведения реакции фос​форилирования   АДФ.

                 АДФ  +   Н3РО4                    АТФ

Таким образом, в дыхательной цепи синтез АТФ (фосфорилирова​ние) энергетически сопряжен с переносом элек​тронов, то есть окислением дыхательных переносчиков.

    Синтез АТФ, сопряженный с переносом электронов по дыхательной  цепи, называется окислительным фосфо​рилированием.

Участки дыхательной цепи, где есть такой синтез, называют пунк​тами сопряжения окисления с фосфорилирова​нием.

Пункты сопряжения:  между НАДН и КоQ, на участке цитохромов    b - c1,  и    a - a3.

Таким образом, окисление 1 молекулы НАДН приводит  к синтезу 3 молекул АТФ, окисление 1 молекулы ФАДН2  - к образованию 2 молекул АТФ.

Для работы цикла Кребса и дыхательной цепи требуются следую​щие витамины: В1, В2, РР, Q, пантотеновая и липое​вая кислоты. 

Механизм окислительного  фосфорилирования

      
  Компоненты электрон-транспортной цепи (дыхательной цепи) находятся во внутренней мембране митохондрий (непроницаемой для протонов водорода). Они расположены таким образом, что, передавая электроны по цепи, одновременно выталкивают протоны водорода на наружную сторону мембраны в межмембранное пространство. В результате, на наружной стороне мембраны создается избыток протонов водорода (положительный заряд), а с внутренней стороны – недостаток (отрицательный заряд). Это проявляется в возникновении мембранного электрохимического потенциала ((Н+, который складывается из разности зарядов на мембране ((() и разности рН  (снаружи более кислое, внутри – более щелочное). Протоны водорода могут возвращаться в матрикс по протонным каналам, с которыми связана специфическая  Н+-АТФаза (АТФ-синтетаза). Обратный ток протонов по каналам в матрикс активирует этот фермент, и он катализирует синтез АТФ из АДФ и Н3РО4. Таким образом, энергия мембранного поценциала преобразуется в энергию макроэргической связи АТФ. АТФ с помощью  фермента транслоказы переносится из митохондрий в цитозоль, где и ис​пользуется.

               Сопряжение и разобщение в дыхательной цепи

Сопряжение в дыхательной цепи - это такое состояние, когда окис​ление (перенос электронов) сопровождается фос​форилированием, то есть синтезом АТФ.

Разобщение - это такое состояние дыхательной цепи, когда окисле​ние идет, а фосфорилирование не происходит, то есть пункты фосфори​лирования выключены полностью или частично. В этом случае вся или какая-то часть обра​зующейся энергии выделяется в виде тепла. Сопряжен​ность дыхательной цепи можно оценить по коэффициенту Р/О. Коэффициент Р/О равен числу мо​лей АТФ, образующихся из АДФ и Н3РО4 , на 1 грамм-атом поглощенного кислорода.

Разобщение в дыхательной цепи могут вызывать липофильные ве​щества, которые способны переносить протоны водорода с внешней сто​роны внутренней мембраны митохондрий на внутреннюю, минуя АТФ-синтетазу. В ре​зультате вся энергия мембранного потенциала будет рассеи​ваться в виде тепла.

Разобщение вызывают:  2,4-ДНФ (динитрофенол), многие яды промышлен​ных производств, бактериальные токсины, набуха​ние митохондрий, жир​ные кислоты, ионофоры (вещества, переносящие ионы через мембрану).

Разобщители повышают скорость переноса электронов по дыхательной цепи и выводят ее из под  контроля АТФ.
                Регуляция дыхательной цепи

1. АДФ  стимулирует работу дыхательной цепи. Это явление называется дыхательным контролем.
2. АТФ  тормозит работу дыхательной цепи и потребление кислорода.

3. Адреналин и глюкагон активируют работу дыхательной цепи.

                                   Блокаторы дыхательной цепи

1.  Ротенон блокирует дыхательную цепь на участке НАДН – КоQ.
2. Амитал, антимицин - на участке между цитохромами b и c1.

3. Цианиды и окись углерода блокируют цитохромоксидазу, при этом вся дыхательная цепь не работает.

     Нефосфорилирующее (свободное) окисление

Это окисление без образования АТФ.

Ферменты свободного окисления:  оксидазы, оксигеназы, неко​торые дегидрогеназы. 

Значение свободного окисления:

       
- терморегуляция;

 

- Образование биологически важных соединений (катехоламинов, глюкокорти​костероидов, коллагена, активация витамина Д и т.д);
            
- обезвреживание ксенобиотиков (ядов, токсинов, лекарств, ве​ществ бытовой химии).
            Тканевые и возрастные особенности окислительных процессов

Анаэробные ткани могут получать энергию без кислорода. Такими тканями являются: скелетные мышцы, эритроциты, пери​ферические нервы, мозговое вещество почек, кость, хрящ, соединительная ткань.

Аэробные ткани получают энергию с использованием кислорода и полностью зависят от кровотока. К таким тканям относятся: головной мозг, сетчатка глаза, сердце, кора почек, печень, слизистая тонкого кишечника.

Потребление кислорода, а значит, и интенсивность окислительных процес​сов с возрастом падают.

Раздел 3. Лабораторно-практические занятия

Занятие №1

1. Тема: Ведение в биоэнергетику. Цикл Кребса.

2. Форма учебного процесса: лабораторно-практическое занятие.

3. Актуальность: Является основой для понимания обмена веществ и причин возникновения гипоэнергетических состояний.

4. Цель общая: 

4.1.1. Изучить основные этапы катаболизма и их роль в обес​печении организма энергией.

 4.1.2. Научиться рассчитывать энергетическую ценность различных субстратов.

 4.1.3. Научиться биохимическим приемам работы с окислительными ферментами в биологическом материале.

 4.2. Конкретные цели:

        

    Знать:

1.  Отличия биологического окисления от окисления в неживой природе.

2.  Этапы катаболизма.

3.  Цикл Кребса, ход реакций, регуляцию и значение.

                         Уметь:

1. Выявить изменение активности окислительных ферментов в зависимости от термообработки пищевых продуктов.

2. Определять активность каталазы в крови и слюне.


          Вопросы для  самостоятельной подготовки к занятию

Исходный уровень знаний

1. Окисление и восстановление.

2. Виды окислительных реакций.

3. Ферменты: строение, свойства, регуляция активности.

4. Оксидоредуктазы.

По новой теме

1. Что понимают под терминами: анаболизм, катаболизм, метаболизм, биологическое окисление?

2  Отличия биологического окисления от окисления в неживой природе.

3. Этапы катаболизма.

4. Окислительное декарбоксилирование пировиноградной кислоты.

5. Цикл Кребса: ход реакций, ферменты и витамины цикла, конечные продукты.

6. Значение цикла Кребса, его регуляция.

Рекомендуемая литература


1. Конспект лекций.

 
2. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф., Биологическая химия, 1990, стр. 204-225.


3. Николаев А.Я., Биологическая химия, 1989, стр. 199-222.

           Учебно-исследовательская  работа студентов на занятии

1. Проделать лабораторную работу "Изучение окислительных ферментов в биологическом материале".

2. Объяснить полученные результаты.

3. Подготовиться к защите лабораторной работы и решению задач (ориентировочные задачи и вопросы приведены ниже)

                                   Лабораторная работа

1. Обнаружения альдегидоксидазы в молоке.

           Оборудование:   1. Глазные пипетки.


   2. Штатив с пробирками.


   3. Термостат.

           Реактивы:            1. 0,4% раствор формальдегида.

                                        2. Метиленовая синь.

                                        3. Растительное масло.

                                        4. Молоко.

Принцип метода. Альдегидоксидаза молока является флавопротеидом, способным окислять альдегиды. При добавлении к некипяченому молоку формальдегида и метиленовой сини фермент окисляет альдегид в муравьиную кислоту, а освободившийся при этом водород передается на метиленовую синь, восстанавливая ее в бесцветное состояние. Реакцию используют, чтобы отличить кипяченое молоко от некипяченого.

Ход работы. В 2 пробирки наливают по 15 капель молока. Молоко в одной из них кипятят на спиртовке, затем охлаждают. В обе пробирки вносят по 1-2 капли 0,4% раствора формальдегида и по 1 капле раствора метиленовой сини. Содержимое пробирок перемешивают и добавляют несколько капель масла для создания анаэробных условий. Пробирки помещают в термостат при 37ОС и отмечают постепенное обесцвечивание.

2. Дегидрогеназы цикла Кребса

Принцип метода. При окислении субстратов цикла Кребса ферментами скелетных мышц выделяется водород, который в тканях акцептируется коферментами, а в пробирке переходит на искусственный акцептор – метиленовую синь. При этом она обесцвечивается. Опыт проводят в анаэробных условиях (под слоем масла) для предотвращения восстановления окраски сини.

           Оборудование:   1. Глазные пипетки, пипетки на 1 мл.


   2. Штатив с пробирками.


   3. Термостат.

           Реактивы:            1. 3% раствор цитрата натрия.

                                        2. 3% раствор сукцината натрия.

                                        3. 20% раствор сульфосалициловой кислоты.     

                                        4. Метиленовая синь.

                                        5. Растительное масло.

                                        6. Мышечная кашица.

Ход работы. В 3 пробирки вносят равные количества мышечной кашицы. В первую пробирку добавляют 1 мл 3% раствора цитрата натрия, во вторую – 1 мл 3% раствора сукцината натрия, в третью – 1 мл 20% раствора сульфосалициловой кислоты. Если между кусочками мышц остались пузырьки воздуха, их удаляют стеклянной палочкой. Затем в каждую пробирку добавляют по 2 капли метиленовой сини и несколько капель масла. Помещают пробирки в термостат при 37ОС и наблюдают за обесцвечиванием сини. Объяснить, почему в пробирке с сукцинатом обесцвечивание идет быстрее, чем в пробирке с цитратом. Почему нет обесцвечивания в пробирке с сульфосалициловой кислотой?

3. Влияние малоната на активность сукцинатдегирогиназы (СДГ)

           Оборудование:   1. Глазные пипетки, пипетки на 1 мл.


   2. Штатив с пробирками.


   3. Термостат.

           Реактивы:            1. 3% раствор сукцината натрия.

                                        2. 1% раствор малоната.     

                                        4. Метиленовая синь.

                                        5. Растительное масло.

                                        6. Мышечная кашица.

Малоновая кислота является конкурентным ингибитором СДГ.

Ход работы. В 3 пробирки вносят равные количества мышечной кашицы. В первую добавляют 0,4 мл воды, во вторую – 0,2 мл 1% раствора малоната, в третью – 0,4 мл 1% раствора малоната. Во все пробирки добавляют по 1 мл 3% раствора сукцината натрия и по 2 капли метиленовой сини, перемешивают и добавляют несколько капель масла. Пробирки помещают в термостат при 37ОС, через 10 мин вынимают, сравнивают окраску и делаю выводы.

4. Определение активности каталазы в слюне


Каталаза содержится во всех тканях и жидкостях организма, но особенно много ее в строме эритроцитов и печени. В процессе окисления некоторых веществ образуется пероксид водорода, ядовитый для организма. Каталаза расщепляет пероксид водорода на молекулярный кислород и воду. 

         Оборудование:    1. Пипетки  на 1мл.




       2. Коническая мерная пробирка.

                                       3. Химический стакан объемом 100 мл.

                                       4. Штатив с пробирками.

         Реактивы:             1. 0,9% раствор NaCl.

                                       2. 10% pаствоp Н2SO4.           

                                       3. 1,5% pаствоp Н2О2.
                                       4. 0,1н pаствоp KMnO4.

Принцип метода.  Метод основан на титрометрическом определении количества пероксида водорода, оставшегося в пробе после действия фермента. Пероксид водорода оттитровывают 0,1н раствором  KMnO4. 

Ход работы.   В две пробирки (контрольная и опытная) вносят по 1 мл 0,9% раствора NaCl, 0,3мл  1,5% раствора  Н2О2  и 0,5 мл неразведенной слюны. Опытную пробу оставляют на 15 мин при комнатной температуре, а в контрольную пробу сразу же после добавления слюны приливают 3 мл 10%  Н2SO4 и титруют 0,1 н  раствором  KMnO4 до появления слабо-розовой окраски, не исчезающей 30 сек. В опытную пробу через 15 мин инкубации тоже добавляют 3 мл 10% pаствоpа Н2SO4 и титруют так же, как контрольную.                                  

Расчет активности  каталазы проводят по формуле:

                    Х = (К – О) х 0,3 мг Н2О2/мл в минуту, где

К – количество KMnO4, пошедшее на титрование контроля,

О - количество KMnO4, пошедшее на титрование опыта,

0,3 – коэффициент, учитывающий титр Н2О2, количество слюны в пробе и время инкубации.

        Проверка качества усвоения знаний (конечный уровень)

а) Вопросы для защиты лабораторной работы

1. Что такое дегидрогеназа?

2. Чем дегидрогеназы отличаются от оксидаз?

3. Приведите примеры известных вам дегидрогеназ и оксидаз.

4. Зачем в первом опыте использовали метиленовую синь и растительное масло?

5. С помощью какой биохимической реакции можно доказать, что молоко не кипяченое?

6. К какому классу ферментов относится альдегидоксидаза? Какие реакции она катализирует?

7. Почему происходит обесцвечивание метиленовой сини?

8. Зачем пробирки с реакционной смесью помещают в термостат?

9. Напишите уравнение каталазной реакции. Какое значение в организме она имеет? 

10.  К  какому классу ферментов относится каталаза?

11.  Что является субстратом каталазы?

12.  На чем основан принцип метода определения каталазы?

13.  Где в организме встречается каталаза?

14.  Как определить окончание титрования?

15. Как рассчитать активность каталазы? Приведите формулу.

16. В каких единицах выражается активность каталазы?

б) Ситуационные задачи

1. Как скажется на работе цикла Кребса недостаточность витаминов В1, В2, РР? Ответ поясните.

2. Выберите ферменты цикла Кребса, активность которых увеличится                   при повышении в митохондриях концентрации НАД+?

3. К препарату митохондрий добавили оксалоацетат, меченый 14С по углероду карбонильной группы. Какое положение займет меченый углерод после одного оборота цикла Кребса?

4. Напишите в формулах  превращение цитрата в сукцинат. Назовите продукты этого превращения и их дальнейшее использование.

5. Какие изменения произойдут с реакциями цикла Кребса, если прекратится отток из него восстановленных эквивалентов (НАДН)? Ответ поясните.

                               Занятие №2

1. Тема: Дыхательная цепь. Нефосфорилирующее окисление.

2. Форма учебного процесса: практическое занятие.

3. Актуальность: Тканевое дыхание обеспечивает энергией весь организм в целом. Нарушение процессов тканевого дыхания приводит к гипоэнергетическим состояниям, которые являются причиной многих патологических состояний.

4. Цель общая:

4.1.1. Изучить строение и значение дыхательной цепи, механизм окислительного фосфорилирования. 

4.1.2. Научиться решать задачи.

4.2. Конкретные цели:

 

Знать:
       1. Компоненты дыхательной цепи.

       2. Ферменты дыхательной цепи.

       3. Механизм окислительного фосфорилирования.

       4. Нефосфорилирующее окисление.

       5. Возрастные и тканевые особенности энергетического обмена.

                     Уметь:
       1. Рассчитывать энергетический  выход при окислении определенных субстратов.

       2. Решать задачи, пользуясь изученным материалом .

      Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию

Исходный уровень

1. Этапы катаболизма.

2. Значение  и регуляция цикла Кребса.

3. Понятие о субстратном  фосфорилировании.

По новой теме

1. Дыхательная цепь, ее компоненты и значение. 

2. Окислительное фосфорилирование. Механизм.   

3. Сопряжение и разобщение в дыхательной цепи.

4. Пути использования АТФ в организме.

5. Регуляция дыхательной цепи.

6. Нефосфорилирующее окисление и его функции в организме. 

7. Активный кислород и антипероксидная система.

8. Классификация оксидоредуктаз.

        Проверка качества усвоения знаний (конечный уровень)

Ситуационные задачи

 
1. К препарату митохондрий добавили пируват, меченый  14С по метильной группе. Какое положение займет 14С в оксалоацетате после од​ного оборота цикла Кребса?


2. Сколько молекул АТФ синтезируется при окислении: одной молекулы пирувата до 2-оксоглутарата; одной молекулы изоцитрата до сукцината; одной молекулы сукцината до оксалоацетата, при условии, что дегидрогеназные реакции сопряжены с дыхательной цепью?


3. Ротенон (растительный яд) подавляет активность митохондриальной НАДН-дегидро​геназы. Антибиотик антимицин  ингибирует окисление убихи​нола. Если допустить, что оба эти вещества блокируют соответствующие участки дыхательной цепи с равной эффектив​ностью, то какое из них сильнее нарушит тканевое дыхание? 


4. Напишите реакции, которые ускоряются при введении в орга​низм кокарбоксилазы. 


5. Подберите каждому пронумерованному ферменту  дыхатель​ной цепи соответствующий кофермент, обозначенный буквами:

1. НАДН-дегидрогеназа                      
  
А.  ФАД


    
2. QН2 - дегидрогенза
 

           Б.   гем


    
3. Цитохромоксидаза           
                     
В.   ФМН


    
4. Малатдегидрогеназа


   
Г.    гем, Сu2+


     
5. Сукцинатдегидрогеназа

          
Д.    НАД+







                      
Е.    НАДФ+


6. Как отразится передозировка барбитуратов на потребление кислорода клеткой?


7. 2,4-динитрофенол (ДНФ) сильный разобщитель, раньше использовали в качестве препарата, препятствующего ожирению. Однако, при этом иногда наблюдались смертельные исходы. Объясните, чем обосновывалось использо-вание разобщителей как средства против ожирения и почему их использование может привести к смерти? 


 8. Выберите утверждения, которые правильно отражают особенности регуляции реакций общего пути катаболизма. Ответ поясните.


а) изоцитратдегидрогеназа является аллостерическим ферментом;


б) активность ПДГ не зависит от концентрации цитрата;


в) скорость цикла Кребса не зависит от соотношения НАД+/НАДН;


г) разобщители  окисления  и фосфорилирования не влияют  на скорость реакций общего пути катаболизма.


 9. Какое состояние, гипо- или гиперэнергетическое, будет в клетке при:



- нарушении кровообращения;



- гиповитаминозе РР, В1, В2; 



- нарушении целостности митохондриальной мембраны;



- увеличении концентрации АТФ в митохондриях.


10. Подберите к пронумерованным метаболическим путям соот​вет-ствующий буквенный ответ:

       1). Расщепление аминокислот до пирувата 
    А. Специфический путь

       2). Превращение глицерина в пируват
    
    В.  Неспецифический путь

       3). Расщепление аминокислот до ацетил-КоА     С. Общий путь

       4). Распад жирных кислот до ацетил-КоА



       5). Превращение пирувата в ацетил-КоА

  6). Распад ацетил-КоА до СО2 и Н2О.

Раздел 4. Контроль усвоения знаний

                                          Контрольные вопросы

1. Что такое окисление?

2. Что такое восстановление?

3. Что понимают под биологическим окислением?

4. Перечислите способы передачи электронов.

5. Чем биологическое окисление отличается от окисления в неживой природе?

6. Какая окислительная реакция дает больше всего энергии?

7. Дайте характеристику этапам катаболизма

8. Напишите в формулах пируватдегидрогеназную реакцию. Укажите продукты этой реакции и их дальнейшую судьбу.

9. Как регулируется пируватдегидрогеназа?

10. Напишите в формулах цикл Кребса.

11. Назовите субстраты и продукты цикла Кребса. Какова их дальнейшая судьба?

12. Охарактеризуйте дегидрогеназы. Приведите примеры дегидрогеназ цикла Кребса. Чем они отличаются друг от друга?

13. Что такое окислительное декарбоксилирование? Приведите примеры.

14.  Что понимают под субстратным фосфорилированием? Напишите эту реакцию в формулах.

15. Какие витамины необходимы для работы цикла Кребса?

16. Каково значение цикла Кребса?

17. Назовите ключевые ферменты цикла Кребса и расскажите о их регуляции.

18. Где в клетке находятся ферменты цикла Кребса?

19. Какова связь цикла Кребса с дыхательной цепью?

20. Что такое дыхательная цепь?

21. Какие ферменты работают в дыхательной цепи? Назовите субстраты и продукты катализируемых ими реакций.

22. Какие процессы сопряжены в дыхательной цепи?

23. Что такое окислительное фосфорилирование?

24. Назовите пункты сопряжения окисления и фосфорилирования в дыхательной цепи.

25. Расскажите о механизме окислительного фосфорилирования.

26. Как регулируется работа дыхательной цепи?

27. Что такое  сопряжение и разобщение в дыхательной цепи?

28. Каков принцип действия разобщителей дыхательной цепи?

29. Назовите пути использования АТФ в организме.

30. Что такое свободное окисление?

31. Чем окислительное фосфорилирование отличается от субстратного?

32. Расскажите о тканевых и возрастных особенностях окислительных процессов.

33. Охарактеризуйте ферменты класса оксидоредуктаз.

Тесты 

1. Анаболизм – это:

а) синтез макроэргов;

б) синтез сложных молекул из простых;

в) распад биополимеров до мономеров;

г) окисление глюкозы до пирувата;

д) окисление жирных кислот до ацетил-КоА.

2. Ферменты, участвующие в окислительно-восстановительных процессах, относятся к классу:

а) трансфераз;

б) лиаз;

в) оксидоредуктаз.

3. Специфическим  этапом катаболизма является:

а) первый этап; 

б) второй этап;

в) третий этап.

4.   Катаболизм – это:

а) расщепление веществ с образованием энергии;

б) синтез веществ с использованием энергии.

5.   На первом этапе катаболизма происходит:

а) расщепление полимеров до мономеров;

б) окисление пирувата;

в) окисление глицерина.

6.  Последним этапом катаболизма является:

а) окисление глюкозы;

б) окисление жирных кислот;

в) окисление глицерина;

г) переаминирование аланина;

д) окисление пирувата и цикл Кребса.

7. Первый этап  катаболизма локализован в:

а) митохондриях;

б) микросомах;

в) лизосомах;

г) цитозоле;


 

д) ЖКТ, лизосомах.

8.   Наибольшую энергию для жизнедеятельности клетки дает:

а) распад белков до аминокислот;

б) распад углеводов до глюкозы;

в) распад жира до глицерина и жирных кислот;

г) работа дыхательной цепи в сопряженном режиме;

д) работа дыхательной цепи в разобщенном режиме.

9.   Энергетическая ценность 3-го этапа катаболизма:

а) 1%;

б) 20%;

в) 30%;

г)  50%;

д) 75-80%.

10.  Биологическое окисление – это:

а) совокупность всех  химических реакций организма;

б) совокупность анаболических реакций;

в) совокупность катаболических реакций; 

г) совокупность окислительно-восстановительных реакций.

11.  Сукцинатдегидрогеназа катализирует переход:

а) сукцинил-КоА     (    сукцинат;

б) 2-оксоглутарат   (    сукцинил-КоА;

в) изоцитрат   (  2-оксоглутарат;

г) сукцинат  (  фумарат;

д) малат  (  оксалоацетат.

12.  Реакцию образования цитрата  в цикле Кребса  катализирует:

а) сукцинилтиокиназа;

б) малатдегидрогеназа;

в) цитратсинтаза;

г) фумараза;

д) изоцитратдегидрогеназа.

13.  Переход изоцитрата в 2-оксоглутарат катализирует:

а) сукцинилтиокиназа;

б) малатдегидрогеназа;

в) цитратсинтаза;

г) фумараза;

д) изоцитратдегидрогеназа.

14.  Переход  сукцинил-КоА в сукцинат  катализирует:

а) сукцинилтиокиназа;

б) малатдегидрогеназа;

в) цитратсинтаза;

г) фумараза;

д) изоцитратдегидрогеназа.

15.  Переход малата в оксалоацетат  катализирует:

а) сукцинилтиокиназа;

б) малатдегидрогеназа;

в) цитратсинтаза;

г) фумараза;

д) изоцитратдегидрогеназа.

16.  Переход  фумарата в  малат катализирует: 

а) сукцинилтиокиназа;

б) малатдегидрогеназа;

в) цитратсинтаза;

г) фумараза;

д) изоцитратдегидрогеназа.

17.  Субстратное фосфорилирование в цикле Кребса происходит на этапе:


а) малат  (  оксалоацетат;


б) сукцинат ( фумарат;


в) 2-оксоглутарат ( сукцинил-КоА;


г) сукцинил-КоА ( сукцинат;


д) цитрат  (  изоцитрат.

18.  Ключевыми ферментами цикла Кребса  являются:

     а) пируватдегидрогеназа;

     б) изоцитратдегидрогеназа;

     в) 2-оксоглутаратдегидрогеназа;

     г) малатдегидрогеназа;

     д) цитратсинтаза.

19.  Ключевые ферменты цикла Кребса находятся:

а) во внутренней мембране митохондрий;

б) в матриксе;

в) во внешней мембране митохондрий.

20.  Макроэргическими называют связи, при разрыве которых выделяется:

а) 10 кДж энергии;

б)  свыше 30 кДж энергии;

в) 60 кДж энергии.

21.  В молекуле АТФ макроэргических связей:

а) 3;

б) 2;

в) 6.

22.  В молекуле АДФ макроэргических связей:

а) 2;

б) 1;

в) 3.

23.  Макроэргическую связь имеют:

а) ацетил-КоА;

б) цитрат;

в) пируват;

г) сукцинил-КоА.

24.  В цикле Кребса путем субстратного фосфорилирования образуется:

а) 3 АТФ;

б) 2 АТФ;

в) 1АТФ.

25.  В состав  малатдегидрогеназы входит:

а) НАД+; 
б) ФАД;

в) ФМН.

26.  В состав сукцинатдегидрогеназы входит:

а) НАД+;

б) НАДФ+;

в) ФАД;

г) ФМН.

27.  В состав пируватдегидрогеназы входят:

а) НАД+;

б) НАДФ+;

в) ФАД;

г) ФМН;

д) тиаминдифосфат;

е) липоевая кислота;

ж) пантотеновая кислота.

28.  Значение цикла Кребса:

а) энергетическое и катаболическое;

б) синтетическое;

в) регуляторное.

29.  Цикл Кребса ингибируется под влиянием:

а) АТФ;

б) НАДН;

в) АДФ.

30.  Цикл Кребса активируется под влиянием:

     а) АТФ;

б) НАДН;

в) АДФ.

31.  На 2-м этапе катаболизма:

а) мономеры расщепляются до карбоновых кислот;

б) лактат превращается в глюкозу.

32.  Второй этап катаболизма локализован в:

а)  митохондриях;

б)  лизосомах;

в)  цитозоле.

33.  Дыхательной цепью  называется:

а) цепь биосинтетических ферментов;

б) цепь окислительно-восстановительных ферментов;

в) цепь ферментов – трансфераз;

г) цепь ферментов – изомераз;

д) цепь ферментов – лиаз.

34. Ферменты дыхательной цепи в митохондриях располагаются:

а) в матриксе;

б) во внутренней мембране;

в) в межмембранном пространстве.

35. Компонентами дыхательной цепи являются:

а) НАД+;

б) НАДФ+;

в) ФАД;

г) ФМН;

д) Коэнзим Q;

е) цитохромы.

36. Цитохромы по химической природе – это:

а) сложные липиды;

б) сложные белки;

в) гликопротеиды;

г) простые белки;

д) липопротеиды.

37.  Движущей силой переноса протонов и электронов по дыхательной цепи является:

а) изменение электрохимического  потенциала;

б) изменение окислительно-восстановительного потенциала;

в) изменение рН;

г) гидролиз АТФ;

д) окисление-восстановление.

38.  Энергия окислительно-восстановительных реакций дыхательной цепи на мембране митохондрий запасается  в виде:

а) АТФ;

б) АДФ;

в) НАДФН2;

г) ((Н;
д) ( рН.

39.  Поступление в дыхательную цепь  атомов водорода от НАДН  и сукцината осуществляется при участии:

а) флавопротеидов;

б) гемпротеидов;

г) оксидаз;

д) гидроксилаз.

40.  Процесс синтеза АТФ, идущий сопряженно с реакциями окисления при участии системы дыхательных ферментов митохондрий, называется:

а) субстратным фосфорилированием;

б) свободным окислением;

в) окислительным фосфорилированием;

г) фотосинтетическим фосфорилированием.

41. Свободное окисление – это:
а) окисление, не связанное с синтезом АТФ;

б) окисление, связанное с синтезом АТФ;

в) окисление, энергия которого выделяется в виде тепла;

г) окисление, энергия которого может использоваться на транспорт ионов;

д) окисление, энергия которого может использоваться на транспорт субстратов.

42.  Реакция: Субстрат   +   НАД+      (    продукт  +  НАДН + Н+  - катализируется:

а) НАД-зависимой дегидрогеназой;

б) ФАД-зависимой дегидрогеназой;

в) цитохромоксидазой.

 43.  QН2  +  2 с (Fe 3+)   (   Q  +  2Н+  +  2 с (Fe 2+)

Данную реакцию цепи переноса электронов катализирует:

а) ФАД-зависимая дегидрогеназа;

б) НАДН-дегидрогеназа;

в) QН2 – дегидрогеназа.

 44.  НАДН2 + Q (  НАД+   +   QН2 

       Данная реакция цепи переноса электронов катализируется:

    а) НАДН-дегидрогеназой;

    б) ФАД-зависимая дегидрогеназой;

    в) цитохромоксидазой.

45.   с(Fe 2+)  +  1/2 О2  (  с(Fe 3+)  +  Н2О 

Данная реакции цепи переноса электронов катализируется:

   а) НАД-зависимой дегидрогеназой;

   б) ФАД-зависимой дегидрогеназой;

   в) QН2-дегидрогеназой;

   г) цитохромоксидазой.

46.  К регуляторам  дыхательной цепи относятся:
а) АДФ;

б) 2,4-ДНФ;

в) бактериальный токсин;

г) КСN;

д) ДНК.

47.  Разобщители окислительного  фосфорилирования:
а) увеличивают синтез АТФ;

б) ингибируют работу дыхательной цепи;

в) снижают потребление кислорода;

г) увеличивают выработку тепла, снижают синтез АТФ, увеличивают потребление кислорода;

д) усиливают выработку тепла, снижают синтез АТФ, снижают потребление кислорода.

48.  Признаком разобщения при  окислении НАД-зависимых субстратов  является:

 а) Р/О = 3;

 б) Р/О = 2;

 в) Р/О = 1;

  г) Р/О = 0.

49. Сопряжение – это состояние дыхательной цепи, при котором:
а) большая часть энергии выделяется в виде тепла;

б) большая часть энергии идет на транспорт ионов;

в) большая часть энергии запасается в виде АТФ;

г) большая часть энергии идет на транспорт субстратов;

д) большая часть энергии запасается в виде НАДФН2.
50.  АДФ изменяет работу дыхательной цепи следующим образом:
а) активирует, уменьшает потребление кислорода;

б) ингибирует, увеличивает потребление кислорода;

в) не влияет;

г) активирует, увеличивает потребление кислорода;

д) ингибирует, уменьшает потребление кислорода.

51. АТФ-синтетаза осуществляет синтез АТФ за счет энергии:
а) окислительно-восстановительного потенциала;

б) изменения рН по разные стороны мембраны митохондрий;

в) электрохимического потенциала;

г) энергии, выделяющейся при преобразовании субстратов.

52.  При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  изоцитрата до 2-оксоглутарата  дает:

а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;

г) ни одной АТФ.

53.  При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  2-оксоглутарата до сукцинил-КоА  дает:
а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;

      г) ни одной.

54. При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  сукцинил-КоА до сукцината  дает:

а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;

      г) ни одной.

55. При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  сукцината до фумарата  дает:

а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;

      г) ни одной.

56. При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  малата до оксалоацетата  дает:

а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;

      г) ни одной.

57. При сопряжении дегидрогеназной реакции цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  фумарата до малата  дает:

а) 1 моль АТФ;

б) 2 моль АТФ;

в) 3 моль АТФ;
      г) ни одной.

58. При сопряжении дегидрогеназных реакций  с дыхательной цепью окисление  1 моля  пирувата до СО2 и Н2О  дает:

а) 2  АТФ;

б) 3  АТФ;

в) 5  АТФ;

      г) 12 АТФ;

      д)15 АТФ.
 

59.  При сопряжении дегидрогеназных  реакций  с дыхательной цепью окисление  1 моля  ацетил-КоА  до СО2 и Н2О  дает:

а) 2  АТФ;

б) 3  АТФ;

в) 5  АТФ;

      г) 12 АТФ;          

      д) 15 АТФ.

60.  При сопряжении дегидрогеназной реакции  с дыхательной цепью окисление  1 моля  пирувата до ацетил-КоА  дает:

а)  2  АТФ;

б)  3  АТФ;

в)  5  АТФ;

      г)  12 АТФ;

      д) 15 АТФ.

61. При сопряжении дегидрогеназных реакций цикла Кребса с дыхательной цепью окисление  1 моля  сукцината до оксалоацетата  дает:

а)  2  АТФ;

б)  3  АТФ;

в)  5  АТФ;

      г)  12 АТФ;

      д) 15 АТФ.
 

62. Разобщителями дыхательной цепи  являются:

а)   2,4-динитрофенол;

б)  антимицин;

в)  жирные кислоты;

г)  тироксин;

д)  цианиды;

е)  грамицидин;

ж) барбитураты.

63. Дыхательную цепь ингибируют:

а) 2,4-динитрофенол;

б) антимицин;

в) жирные кислоты;

г) тироксин;

д) цианиды;

е) грамицидин;

ж) барбитураты (амитал);

з) оксид углерода.

64.  АТФ удаляется из митохондрий с помощью:

а) АТФ-синтетазы;

б) АТФ-трансферазы;

в) адениннуклеотидтранслоказы.

65. АДФ переносится в митохондрии с помощью:

а) АТФ-синтетазы;

б) АТФ-трансферазы;

      в) адениннуклеотидтранслоказы

66. В присутствии 2,4-динитрофенола скорость синтеза АТФ:

      а) снизится;

      б) увеличится;

      в) не изменится.

67. При отравлении  оксидом углерода скорость синтеза АТФ:

      а) увеличится;

      б) не изменится;

      в) уменьшится.

68. Для получения цитрата в цикле Кребса используются следующие вещества:

      а) ацетил-КоА;

      б) 2-оксоглутарат;

      в) оксалоацетат;

      г) Н2О;

      д) цитратсинтаза;

      е) АТФ.

 69. Для работы цикла Кребса необходимы следующие витамины:

      а) А;

      б) В1;

      в) Д;

      г) РР;

      д) Н;

      е) В2;

      ж) липоевая кислота;

      з) пантотеновая кислота.

70. Синтез АТФ, сопряженный с обратной диффузией протонов через мембрану, осуществляется:

      а) Н+-АТФ-синтетазой;

      б) фосфоенолпируваткиназой;

      в) фосфорилазой. 
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