ГЛАВА 5. Обмен веществ и энергии

Главную сущность жизнедеятельности любого организма составляет постоянный обмен веществ и энергии, с прекращением которых прекращается жизнь. Другими словами, обмен веществ и энергии – существенный и непременный признак жизни.

Обмен веществ (или метаболизм) – это непрерывный и саморегулируемый круговорот веществ, протекающий в процессе существования живых организмов и сопровождающийся их постоянным самообновлением. Это совокупность химических, физико-химических, физиологических и биологических процессов, протекающих в живых организмах, включая усвоение питательных веществ и кислорода, поступающих из внешней среды, вплоть до образования конечных продуктов (CO2, вода, мочевина и др.), подлежащих выделению в окружающую среду. Живые организмы способны извлекать из окружающей среды и преобразовывать энергию (энергетический обмен), которая затем расходуется на построение и поддержание их структурной организации (пластический обмен).

Изучение процессов обмена веществ показало удивительную согласованность химических реакций в пространстве и во времени. Химические реакции в организмах протекают в определенной последовательности и теснейшим образом связаны друг с другом. Процессы обмена веществ находятся под регулирующим влиянием центральной нервной и эндокринной систем. Обмен веществ осуществляется при помощи биокатализаторов – ферментов, обусловливающих закономерный ход химических процессов в организмах. Выключение любого из ферментов приводит к нарушению нормального хода обмена веществ, т.е. к определенной патологии.

В обмене веществ принято выделять два противоположных, но взаимосвязанных, процесса: катаболизм и анаболизм. Та часть общего обмена веществ, которая выражается в поглощении, накоплении и преобразовании организмом веществ окружающей среды в вещества собственного организма, называется анаболизмом (ассимиляцией). При этом всегда происходит поглощение энергии.

Ту часть общего обмена веществ, которая сопровождается разрушением компонентов живого организма и выведением продуктов их распада из организма, называют катаболизмом или диссимиляцией. При этом выделяется энергия, значительное количество которой используется для процессов анаболизма, поддержания постоянной температуры тела, механической работы и др.

В ходе катаболических и анаболических процессов происходит обновление клеток и их молекулярных компонентов. Так, например, эритроциты полностью обновляют свой состав за 3–4 месяца. Хотя в результате обновления различные вещества, входящие в состав организма, все время заменяются новыми, общий состав взрослого организма в течение малых промежутков времени почти не меняется. 

В процессе обмена веществ в организме образуются вещества, называемые метаболитами. Они участвуют в различных реакциях обмена веществ и влияют на их течение. Например, к ним относятся аминокислоты, жирные и ароматические кислоты, пуриновые и пиримидиновые основания, моносахариды, амины, гормоны и другие свойственные организму соединения. К числу метаболитов следует отнести также и вещества, которые не синтезируются в организме, а попадают в организм извне, например, витамины и другие природные соединения, необходимые организму.

Следует отметить самостоятельность путей катаболизма и анаболизма, которая обеспечивается так называемой компартментализацией ферментных систем в клетке. Компартментализация – это приуроченность ферментных систем к определенным участкам клетки. Например, в клетке одновременно может происходить окисление жирных кислот с длинной углеводородной цепью до ацетил-КоА, и противоположно направленный процесс – синтез жирных кислот из ацетил-КоА. Эти химически несовместимые процессы в клетке возможны потому, что они пространственно разделены и протекают в разных ее частях: окисление жирных кислот – в митохондриях, а синтез – в цитозоле.

Энергетика обмена веществ

Обмен веществ организмов неразрывно связан с обменом и превращением энергии, т.е. обмен веществ невозможен без сопутствующего ему обмена энергии. Различные стороны проявления жизни требуют затраты энергии, организм нуждается в поступлении энергии извне. Обмен энергии включает в себя процессы освобождения, трансформации и использования энергии, образующейся при распаде питательных веществ в организме. Каждое органическое вещество, входящее в состав живой материи, обладает определенным запасом потенциальной энергии, за счет которой может быть совершена работа.

Раздел биохимии, занимающийся изучением преобразования и использования энергии в живых клетках, носит название «биоэнергетики». Энергия известна нам в различных формах: электрическая, механическая, тепловая, химическая, осмотическая, световая и др. Превращение энергии в живой клетке подчиняется тем же законам термодинамики, которые действуют в неживой природе. Существует два основных закона термодинамики. Согласно первому закону различные виды энергии могут превращаться друг в друга, но общее количество энергии во Вселенной остается постоянным. Количество общей энергии в любой системе может увеличиваться или уменьшаться за счет энергии окружающей среды.

Первый закон – это закон сохранения энергии. Его можно сформулировать и так: энергия не появляется и не исчезает, она может переходить только в другие формы. Всякий раз, когда энергия используется для выполнения работы или же переходит из одной формы в другую, общее количество энергии остается неизменным.

Согласно второго закона энергия может существовать в двух видах: в форме полезной или свободной и в форме бесполезной (рассеиваемой), не поддающейся использованию. В соответствии с этим законом при любом физическом или химическом изменении наблюдается тенденция к уменьшению свободной энергии, к ее рассеиванию и возрастанию энтропии.

Любая ограниченная система может находиться по отношению к окружающей среде в трех различных состояниях: открытая система, если в ней происходит обмен веществ и энергии со средой; закрытая система, где обмен веществ со средой отсутствует, но имеется обмен тепловой энергии; изолированная система, когда со средой нет обмена ни веществом, ни энергией; последние два вида называют также замкнутыми.

В основе всех процессов жизнедеятельности лежит постоянный обмен веществ и энергии между организмом и окружающей средой, поэтому все живые организмы относятся к открытым гетерогенным системам.

Соотношение между количеством энергии, поступающей с пищей, и количеством энергии, отдаваемой во внешнюю среду, представляет собой энергетический баланс организма. Изучение этого баланса имеет важное теоретическое и практическое значение. Количественное изучение энергетического баланса дает также материал для расчетов пищевых рационов.

Для дальнейшего изучения раздела необходимо вспомнить понятие полезной энергии. Существует два вида полезной энергии: свободная и тепловая.

Свободная энергия. Наиболее важным показателем энергетического эффекта служит изменение величины свободной энергии. Количество энергии, которое при данных температуре и давлении может быть превращено в работу, носит название свободной энергии. Изменения свободной энергии обозначают знаком (F. Количественную величину (F выражают в килокалориях, или кДж на 1 моль вещества. Величина (F – это разница между количеством общей свободной энергии в начале реакции и ее количеством в момент достижения равновесия. Химические реакции обычно протекают или с выделением энергии или с ее поглощением. Если реакция идет с выделением энергии, то она сопровождается потерей или уменьшением свободной энергии; такой тип реакций называют экзергоническим (экзотермическим). К такому типу реакций, например, относятся реакции гидролиза. Распад сложных веществ на более простые обычно сопровождается уменьшением свободной энергии. Реакции, идущие с поглощением энергии, называют эндергоническими (эндотермическими). Эндергонические реакции могут существовать только сопряженно с экзергоническими реакциями, т.е. увеличение свободной энергии возможно лишь за счет других сопряженных реакций, идущих с уменьшением свободной энергии. Основные процессы, связанные с жизнедеятельностью организма, многие виды клеточной работы, реакции синтеза являются эндергоническими, сопряженными с экзергоническими. Эндергонические реакции в биологических системах осуществляются при участии ферментов. Клетки получают свободную энергию за счет освобождения энергии химических связей, заключенной в «горючем» (углеводах, липидах, белках и др.). Однако клетки используют эту энергию специфическим образом.

Тепловая энергия способна производить работу только при изменении температуры и давления (их перепаде). Тепло не является для клеток существенным источником энергии, так как тепло способно производить работу лишь в том случае, если оно переходит от более нагретого тела к менее нагретому. Совершенно очевидно, что клетка не может сжигать свое горючее при температуре сгорания угля (900(). Клетке приходится добывать и использовать энергию в условиях водной среды, довольно постоянной и притом низкой температуры и весьма незначительных колебаниях pH. Поскольку температура, при которой живая клетка функционирует, примерно постоянна, клетка не может использовать тепловую энергию, чтобы производить работу. Тепло необходимо в основном для поддержания постоянной температуры организма.

Таким образом, полезной энергией для клеток является свободная энергия.

Особенности энергетики обмена веществ

Энергетика процессов биологического обмена веществ основывается на трех главных принципах, отличающих ее от энергетических реакций, совершающихся в неживой природе.

Первой, весьма важной стороной энергетики обмена веществ в биологических системах, является превращение химической энергии в иные формы без предварительного превращения ее в тепловую энергию. Исходя из этого, живую систему рассматривают как хемодинамический, а не как тепловой двигатель. За миллионы лет эволюции клетки научились использовать энергию более экономно и более эффективно, чем используют ее большинство машин, созданных человеком, например, КПД обычного двигателя – 20–25%, реактивного – до 45%, а митохондрий – силовых станций организма – 60–70%.

Второй особенностью биоэнергетики является то, что освобождение энергии при химических окислительных процессах происходит постепенно, малыми порциями, в длинной цепи последовательных процессов, пока все атомы водорода и углерода не превратятся в конечные продукты окисления – воду и углекислый газ. Например, в результате окисления 1 моля глюкозы выделяется 2881,2 кДж энергии. Если бы эта энергия выделилась моментально, то произошел бы взрыв и, очевидно, живая система была бы не в состоянии использовать всю выделившуюся энергию в такой короткий отрезок времени.

Третья особенность заключается в том, что потенциальная химическая энергия, заключенная в химических связях молекул углеводов, липидов, белков и других органических соединениях и освобождающаяся при их распаде, может накапливаться в других веществах, являющихся своеобразными биологическими аккумуляторами энергии. Они получили название высокоэнергетических, или макроэргических соединений и имеют в своих формулах знак (символ) ~ (тильда). Этим знаком обозначают связь, гидролиз которой сопровождается освобождением большого количества свободной энергии. Эта энергия становится легкодоступной в различных процессах жизнедеятельности.

Основу энергетики составляет энергетика элементарных единиц – атомов и молекул. При рассмотрении энергетического состояния атома важно учесть взаимодействие ядра и летящего вокруг него электрона. Положительный заряд ядра с определенной силой притягивает отрицательно заряженный электрон. В свою очередь, кинетическая энергия электрона (или его движение) позволяет ему продолжать полет на определенной орбитали вокруг ядра. Сообщив электрону дополнительное количество энергии, представляется возможным перевести его на большее расстояние, где сила притяжения ядра оказывает слабое влияние на электрон. При возврате электрона на исходную орбиталь мы вновь получим затраченную энергию, которая выделится в виде тепла, световой или другой лучевой энергии. Однако на обратном пути электрон может сменить ядро-хозяин, особенно если у соседнего ядра есть свободное место на соответствующей орбитали. Когда длина пути возвращения превысит путь удаления от ядра, определенное количество энергии выделится в окружающую среду. Более того, большинство природных веществ можно подразделить на две группы, одни из которых склонны электроны отдавать (доноры электронов), а другие – принимать (акцепторы электронов). При сближении молекул с такими различными свойствами электроны стремятся перейти от доноров к акцепторам. Поэтому условно принято говорить, что в молекуле донора электрон находится на более высоком энергетическом уровне относительно молекулы акцептора, в состав которой он стремится перейти. В результате таких переходов энергия выделяется в окружающую среду.

Следовательно, основным носителем энергии является электрон (е–). Получив определенное количество энергии, он переходит на более высокий энергетический уровень, т.е. возбуждается. Совершая обратный переход на более низкую электронную орбиталь, он освобождает такое же количество энергии. Если эта энергия расходуется для выполнения какой-либо работы, то она, как уже указывалось, называется свободной. Не использованная на работу энергия переходит в тепло и считается растраченной. Сказанное имеет место и в живой природе.

Первичным источником энергии для всех организмов на Земле является солнечное излучение (электромагнитная энергия в виде фотонов или квантов), которое возникает в результате реакций ядерного синтеза. Все многообразие живых организмов, обитающих на земной поверхности, можно разделить на две основные группы, отличающиеся использованием первичных источников энергии – аутотрофы и гетеротрофы. Аутотрофы – это прежде всего зеленые растения, некоторые водоросли и другие организмы, содержащие хлорофилл, способные непосредственно использовать лучистую энергию Солнца в процессе фотосинтеза, создавая органические соединения (углеводы, аминокислоты, жирные кислоты, липиды, белки и др.) из неорганических веществ – углекислоты, азота, фосфора, серы и других минеральных элементов, т.е. лучистая энергия преобразуется в потенциальную энергию химических связей углеводов, липидов, белков и др.

Энергия солнечного света передается в виде фотонов или квантов. В клетках зеленых растений солнечный свет с определенными длинами волн поглощается хлорофиллом. Поглощенная энергия переводит электроны в сложной молекуле хлорофилла с основного энергетического уровня на более высокий уровень. Подобно «возбужденные» электроны стремятся вновь возвратиться на свой основной стабильный энергетический уровень, отдавая при этом поглощенную ими энергию. Электроны отрываются от молекул хлорофилла и переносятся молекулами-переносчиками электронов, передавая их друг другу по замкнутой цепи реакций. Проделывая этот путь вне молекулы хлорофилла, возбужденные электроны постепенно отдают свою энергию и возвращаются на свои прежние места в молекуле хлорофилла, которая после этого оказывается готовой к поглощению второго фотона. Тем временем энергия, отданная электронами, используется на образование аденозинтрифосфата из аденозиндифосфата и фосфата – иными словами, на «зарядку» аденозинфосфатной системы фотосинтеза клетки. Конечный продукт фотосинтеза – глюкоза содержит довольно значительное количество энергии, заключенной в ее молекуле. Из углеводов клетки зеленых растений и других организмов создают другие органические молекулы, входящие в их состав (аминокислоты, жирные кислоты, белки, липиды и другие разнообразные органические молекулы).

Другие живые организмы – гетеротрофы – не способны к фотосинтезу и получают уже готовые органические вещества, используя их как источник энергии или пластический материал, для построения своего организма. К ним относятся все клетки организма человека и клетки всех высших животных. Гетеротрофы получают энергию, сжигая или окисляя углеводы, липиды, белки и другие органические соединения в процессе, который называется клеточным дыханием и в котором участвует молекулярный кислород атмосферы. Освободившаяся энергия (при переходе электронов на более низкую энергетическую орбиталь) частично расходуется на тепло для поддержания температуры тела. Другая ее часть переводится в энергию химических связей, главным образом фосфатной, с образованием прежде всего аденозинтрифосфата (АТФ), который представляет собой важнейшую легкодоступную форму энергии в организме.

В конечном счете все живые организмы получают энергию от солнечного света, причем растительные клетки получают ее непосредственно от солнца, а животные – косвенным путем:
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Основные высокоэнергетические (макроэргические) 
соединения. Центральная роль АТФ в биоэнергетике

У человека и животных главными макроэргическими соединениями являются фосфор- и серусодержащие соединения. Это обусловлено в значительной мере особенностями структуры атомов фосфора и серы. У обоих этих элементов внешний энергетический уровень находится относительно далеко от ядра атома, поэтому электроны, находящиеся на нем, сравнительно слабо связаны с ядром. Именно поэтому они могут легче присоединяться или отщепляться от атома, в связи с чем изменяется и энергетическое состояние атомов фосфора и серы. Благодаря этому органические соединения, в состав которых входит фосфор и сера, в определенных условиях могут поглощать или отдавать энергию.

Макроэргические соединения фосфатных производных в живых организмах можно разделить на несколько типов.

Ангидриды фосфорной кислоты. Из них особенно важной является АТФ:
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АТФ является производной адениловой кислоты, к фосфатному остатку которой присоединены еще две молекулы неорганического фосфата в виде пирофосфата. В молекуле АТФ две макроэргические связи, а в молекуле АДФ – только одна. В результате синтеза АТФ путем окислительного фосфорилирования (см. ниже) к АДФ добавляется еще одна связь, т.е. энергия окисления субстрата трансформируется в энергию пирофосфатных связей в молекуле АТФ. Установлено, что в живом организме большинство процессов, сопровождающихся освобождением свободной энергии, сопряжено в основном с одним и тем же процессом, а именно – с синтезом АТФ. С другой стороны, известно и то, что процессы, протекающие с возрастанием свободной энергии (синтетические, производящие работу и др.) сопряжены с образованием свободной энергии, а именно – с процессом расщепления АТФ. По этим данным, АТФ представляет собой связывающее звено между энергопоставляющими и энергопоглощающими процессами в организме.

Энергия, освобождающаяся при реакциях гидролиза разных веществ, обычно невелика. Если она превышает 30 кДж/моль, то гидролизуемая связь называется высокоэнергетической или макроэргической. Энергия гидролиза АТФ в зависимости от локализации в клетке может изменяться в пределах примерно от 40 до 60 кДж/моль, в среднем ее принято считать равной 50 кДж/моль.

АТФ является главным связующим звеном между клеточными реакциями, идущими с выделением и потреблением энергии. Она является термодинамически неустойчивой молекулой и, гидролизуясь, образует АДФ или АМФ и остатки фосфатов. При этом выделяется свободная энергия. Именно эта неустойчивость молекулы АТФ позволяет ей выполнять функцию переносчика химической энергии. Для образования АТФ необходимы АДФ, активный неорганический фосфат, определенное количество энергии (F и наличие фермента АТФ-синтетазы:

АДФ + H3РO4 + (F [image: image3.png]


 АТФ + H2O

В ходе этой реакции энергия запасается в АТФ, которая в дальнейшем используется на различные виды работы. Реакция обратима. В обратном направлении фермент работает как АТФаза, т.е. расщепляет АТФ. В сущности, свободный неорганический фосфат при распаде АТФ образуется редко. Обычно он не остается в свободном состоянии, а присоединяется к другому органическому соединению, передавая энергию. Этот тип реакции межмолекулярного переноса называется трансфосфорилированием.

Следовательно, в термодинамике клетки АТФ можно рассматривать как богатую энергией, или «заряженную» форму носителя энергии, а АДФ – как бедную энергией или «разряженную» форму.

АТФ обеспечивает энергией практически все процессы жизнедеятельности в организме:
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Таким образом, энергия питательных веществ в клетке трансформируется сначала в химическую энергию АТФ, а затем AТФ служит непосредственным источником энергии для совершения разного рода работы в биохимических и физиологических процессах. Поэтому содержание АТФ в клетках имеет центральное значение с точки зрения энергетического режима.

Главный путь синтеза АТФ – это биологическое окисление, сопряженное с процессом фосфорилирования, который проходит в митохондриях.

К ангидридам фосфорной кислоты, кроме АТФ, относятся ГТФ, ЦТФ, УТФ, ТТФ.

Другой путь синтеза АТФ из АДФ – субстратное фосфорилирование (перефосфорилирование). Субстратное фосфорилирование локализовано в цитоплазме и в конечном итоге энергия вместе с активным остатком фосфата передается на АДФ с образованием АТФ. В процессе субстратного фосфорилирования используются высокоэнергетические соединения.

. В процессе субстратного фосфорилирования используются высокоэнергетические соединения: 2-фосфоенолпировиноградная кислота, 1,3-дифосфоглицериновая кислота и креатинфосфат.

Тиоэфирные производные. Кроме фосфатных производных, имеющих макроэргические связи, существуют также тиоэфирные соединения, которые возникают в процессе активации молекул разных кислот, в том числе и уксусной кислоты, с участием кофермента ацетилирования, который обозначается КоА~SH (КоА – кофермент ацетилирования, а SH – функциональная группа). 

Таким образом, биологические системы обладают способностью образовывать специфические соединения, обладающие большим количеством свободной энергии. Избыток свободной энергии запасается в виде химической (АТФ) и электрической (НАД(Н+Н+) энергии, т.е. в формах, в которых клетка может ее использовать для проявления различных процессов жизнедеятельности.

Биоэнергетика

Остановимся теперь подробнее на процессах синтеза А'ГФ в организме, т.е. на том, какими путями энергия питательных веществ освобождается и как она запасается в виде АТФ.

Как уже указывалось, организмы человека и высших животных являются гетеротрофами – они получают энергию с питательными веществами. Однако, энергия, заключенная в химических связях углеводов, липидов, белков и других органических соединений, сразу непосредственно не может быть использована для выполнения той или другой работы в клетке. Поэтому эти группы веществ в обменных процессах подвергаются расщеплению, а затем окислению, т.е. происходит универсализация «топлива», в результате которой образуется АТФ. Макроэргические связи АТФ являются универсальным источником энергии для многочисленных эндергонических процессов в клетке.

В связи с тем, что энергия заключена главным образом в электронах водорода, процесс ее освобождения можно представить как процесс освобождения водорода и условно разбить на три этапа (фазы)

Таблица 1

Универсализация «топлива» в организме

	Источники
	Энтеральный обмен в ЖКТ и внутритканевой распад
	Кровь
	Органы и ткани (межуточный обмен)
	Митохондрии человека

	1. Углеводы 
(крахмал, гликоген, моно- и дисахариды и др.)
	Моносахариды 
(в основном 
глюкоза)
	Глюкоза
	Низкомолекулярные жирные кислоты и их производные; ацетил-КоА
	Тканевое дыхание: освобождение атома водорода в составе переносчиков; разделение его на Н+ и е–, перенос е– на О2 с образованием иона О2–:
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Высвобождаемая поэтапно (частями) энергия движущегося е– в результате процесса фосфорилирования АДФ аккумулируется в АТФ

	2. Липиды 
(триацилглицерины и др.)
	Глицерин и высокомолекулярные жирные кислоты (ВМЖК)
	Специфический жир после энтерального и продукты гидролиза липидов после тканевого обменов
	Низкомолекулярные жирные кислоты и их производные; ацетил-КоА
	

	3. Белки
	Аминокислоты
	Аминокислоты
	Низкомолекулярные жирные кислоты; щавелевоуксусная, (-кето​глутаровая кислоты; ацетил-КоА
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Рис.1 Этапы (фазы) освобождения энергии в организме.

Универсализация «топлива» в организме

Первая подготовительная фаза. Происходит перевод высокомолекулярных биополимеров, поступающих с пищей или находящихся внутри клеток, в удобную для извлечения энергии форму – мономеры. Осуществляется этот этап в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) или внутри клеток организма с помощью гидролаз. Внутри клетки гидролиз проходит с участием ферментов цитоплазмы и лизосом. Так, углеводы (полисахариды, олигосахариды) распадаются до моносахаридов, триацилглицерины – до глицерина и высших жирных кислот, белки – до аминокислот. На этом этапе освобождается незначительное количество энергии, примерно до 1% энергии субстратов, но и она рассеивается в форме тепла.

На втором этапе мономеры распадаются в клетках тканей и органов на более простые соединения, которые могут быть одинаковыми у разных мономеров. Так, при окислении моносахаридов, триацилглицеринов и некоторых аминокислот образуются, хотя и различными путями, жирные кислоты от C2 до C6; их примерно 10 разновидностей. Например, пировиноградная, лимонная, изолимонная, (-кетоглутаровая, янтарная, яблочная, щавелевоуксусная и др. кислоты (см. цикл Кребса ). Одним из ключевых промежуточных продуктов распада мономеров является уксусная кислота, связанная с коферментом ацетилирования (ацетилкоэнзим А).

На втором этапе высвобождается примерно 25–30% энергии исходных веществ. Часть этой энергии аккумулируется в фосфатных связях АТФ (субстратное фосфорилирование), а часть рассеивается в виде тепла. Превращение мономеров протекает в гиалоплазме, а заключительные реакции – в митохондриях.

Третья фаза – окончательный распад веществ до CO2 и H2O с участием кислорода и с полным освобождением энергии. Освободившийся водород в составе своих переносчиков под действием ферментов тканевого дыхания разделяется на H+ и е–. Электрон, переходя на более низкую орбиталь кислорода, активирует его и, соединяясь с протонами, образует воду, а выделившаяся свободная энергия аккумулируется в молекулах АТФ, в образовании которой участвует АДФ, фосфат и фермент АТФ-синтетаза. Примерно 70–80% всей энергии химических связей веществ освобождается в этой фазе. Эта энергия окисления субстратов сосредоточивается в фосфатных связях АТФ, часть ее выделяется в виде тепла. Все реакции этой фазы локализованы в митохондриях.

Биологическое окисление. Тканевое дыхание

Биологическое окисление имеет огромное значение для живых организмов. Большая часть энергии, необходимой для жизнедеятельности, получается в результате окислительно-восстановительных реакций.

Окисление веществ может осуществляться следующим образом: а) отщеплением водорода от окисляемого субстрата (процесс дегидрирования); б) отдачей субстратом электрона; в) присоединением кислорода к субстрату. В живых клетках встречаются все перечисленные типы окислительных реакций, катализируемые соответствующими ферментами – оксидоредуктазами. Процесс окисления не протекает изолированно, он сопряжен с реакцией восстановления –  одновременно происходят реакции присоединения водорода или электрона, т.е. осуществляются окислительно-восстановительные реакции.

В настоящее время под окислением понимают все химические реакции, при которых происходит отдача электронов, сопровождающаяся увеличением положительных валентностей, но одновременно с окислением одного вещества должно происходить и восстановление, т.е. присоединение электронов к другому веществу.

Таким образом, биологическое окисление и восстановление – это соответствующие реакции переноса электронов, происходящие в живых организмах, а тканевое дыхание – такой вид биологического окисления, при котором акцептором электрона является молекулярный кислород.

Современные представления о биологическом 
окислении и тканевом дыхании

Тканевым, или клеточным дыханием называют распад органических веществ в живой ткани, сопровождающийся потреблением кислорода и выделением воды и диоксида углерода. Тканевое дыхание – это последовательность реакций, с помощью которых организм использует энергию связей органических молекул для синтеза АТФ из АДФ и фосфата, а система ферментов, обеспечивающих этот процесс, называется дыхательной цепью. Тканевое дыхание начинается реакциями дегидрирования (отщепления водорода от органических веществ с помощью ферментов дегидрогеназ) и заканчивается переносом е– на кислород.

В настоящем разделе будет рассматриваться лишь та часть энергетического обмена, которая завершается синтезом АТФ. Что касается вопросов использования энергии АТФ, то они рассматриваются в большинстве других разделов биохимии.

Дыхательная цепь. В процессе окисления от субстратов  отщепляются протоны и электроны (см. обмен углеводов, липидов, белков). Они поступают на коферменты ферментов дегидрогеназ, которые относятся к классу оксидоредуктаз и локализованы во внутренней мембране митохондрий. Передвигаясь от одного переносчика электронов к другому, электроны опускаются на все более низкие энергетические уровни, отдавая порциями свою энергию. В последнем звене дыхательной цепи они восстанавливают молекулярный кислород, с последующим образованием воды. Освобожденная при переносе электронов по дыхательной цепи энергия запасается в пирофосфатных связях АТФ.

В клетках животных и человека сопряжение энергии окислительно-восстановительных реакций с синтезом АТФ происходит в клеточных органеллах митохондриях, главная функция которых состоит в преобразовании энергии, в энергопродукции. Поэтому их образно называют силовыми энергетическими станциями клеток. Митохондрии имеют две замкнутые изолированные друг от друга  мембраны: внутреннюю и наружную, разделенные межмембранным пространством. Их можно представить как мешок в мешке. Внутренняя мембрана причудливо изгибается, образуя складки – кристы, а пространство между кристами заполнено матриксом. Ферменты дыхательной цепи встроены во внутреннюю мембрану митохондрий.

Окисление органических молекул в клетке, сопряженное с освобождением энергии, осуществляется дегидрированием – переносом электронов и протонов атомов водорода на молекулярный кислород:
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Эти реакции катализируют главным образом 3 класса окислительно-восстановительных ферментов:

1. Пиридинзависимые дегидрогеназы.

2. Флавинзависимые дегидрогеназы.

3. Цитохромы.

Для удобства изучения этот процесс можно разбить на несколько этапов.

Первый этап тканевого дыхания начинается с процесса дегидрирования, т.е. отщепления атомов водорода от соответствующего субстрата. Этот процесс осуществляется так называемыми пиридинзависимыми (для одних субстратов) и – для других – флавинзависимыми дегидрогеназами. Дегидрогеназы – это сложные ферменты, состоящие из белковой части и небелкового компонента.

Пиридинзависимые дегидрогеназы получили такое название в связи с тем, что в структуру их небелкового компонента входит производное пиридина – никотинамид. Поэтому их еще называют никотинамидными дегидрогеназами. Эти дегидрогеназы в качестве коферментов содержат:

1) Никотинамидадениндинуклеотид – сокращенно НАД+, построенный из двух нуклеотидов: адениловой кислоты и второго нуклеотида, у которого место пуринового или пиримидинового основания занимает никотинамид (витамин РР). Эти нуклеотиды соединены через остатки фосфатов.

2) Никотинамидадениндинуклеотидфосфат – сокращенно НАДФ+ – это НАД+, у которого во 21-положении рибозы адениловой кислоты имеется дополнительная фосфатная группа.

Пиридинзависимые дегидрогеназы относятся к сложным ферментам, у которых НАД+ или НАДФ+ являются коферментами, непрочно связанными с апоферментом и поэтому могут в клетке находиться отдельно от белковой части фермента, выполняя функцию переносчиков атомов водорода (протонов и электронов). Эти дегидрогеназы являются универсальными акцепторами водорода для многих субстратов: спиртов, альдегидов, кето- и гидроксикислот, дикарбоновых кислот, аминов и др. Отнимая от субстратов атомы водорода, они сами восстанавливаются, а субстраты окисляются. Специфичность действия этой группы дегидрогеназ обусловлена белковой частью фермента, поскольку коферменты по своему строению сходны.
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Дегидрирование – начальную стадию биологического окисления с участием пиридинзависимых дегидрогеназ на примере молочной кислоты можно представить так:
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Способность НАД+ и НАДФ+ выполнять функцию промежуточного переносчика водорода связана с наличием в их структуре амида никотиновой кислоты: один из атомов водорода (H+ и е- ), отдаваемых субстратом, присоединяется к углероду никотинамидного кольца в положении 4. Электрон второго атома водорода (H+, е-) присоединяется на внешний энергетический уровень электроположительного атома азота в положении 1-м, нейтрализуя его положительный заряд, а протон (H+) переходит в раствор, подкисляя его. В процессе присоединения электронов и протонов изменяется структура пиридинового гетероцикла. Кольцо никотинамида, которое в окисленной форме имело три двойные связи, восстанавливается и имеет две двойные связи:
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Флавинзависимые дегидрогеназы. Флавинзависимых дегидрогеназ, имеющих в структуре небелкового компонента флавиновое (аллоксазиновое) кольцо – витамин В2, очень много. Одни из них выполняют функцию первичных акцепторов водорода при дегидрировании определенных субстратов (янтарная кислота, ацилпроизводные жирных кислот и др.). Они способны отщеплять и принимать водороды от субстратов; при этом исключается действие пиридинзависимых дегидрогеназ. Другие – оксидазы - передают атомы водорода полученные при дегидрировании субстратов, сразу  на молекулярный кислород с образованием пероксида водорода.

Имеются флавиновые ферменты, которые являются промежуточными переносчиками водорода от НАД(H+H+, образовавшегося, как было показано, на первом этапе дыхательной цепи при действии никотинамидных дегидрогеназ, на соединения следующего этапа дыхательной цепи (убихинон). Они получили названия НАДН2-дегидрогеназ (водород забирают от НАД(H+H+) или флавопротеинов-1 (ФП​1). Эти флавопротеины представлены сложными олигомерными белковыми образованиями, содержащими в своем составе простетическую группу флавинового производного, атомы металлов, чаще всего в форме белков с железосерными центрами (Fe-S-белки). В этих белках железо находится не в составе гема, а присоединено координационными связями к атомам серы в цистеиновых остатках белка.

Строение и функции флавиновых ферментов (флавопротеинов) представлены ниже.

Первичные дегидрогеназы размещаются на внутренней поверхности внутренней мембраны митохондрий, а их активные центры обращены в матрикс.

Второй этап тканевого дыхания состоит в переносе по дыхательной цепи двух атомов водорода от восстановленной формы НАД(H+H+ на флавопротеины (флавиновые ферменты) – промежуточные переносчики атомов водорода.

Флавиновые ферменты – это сложные протеины, содержащие в качестве простетической группы одно из двух производных витамина В2 (рибофлавина, состоящего из трициклического изоаллоксазина, образованного конденсацией трех колец: бензольного, пиразинового и пиримидинового, соответственно, I, II, III – на рисунке и спирта рибитола) – флавинмононуклеотида (ФМН) или флавинадениндинуклеотида (ФАД):
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Отщепившиеся от восстановленных форм НАД(H+H+, электроны и протоны (атомы водорода) присоединяются к изоаллоксазиновому кольцу рибофлавина, к атомам азота в 1-м и 10-м положениях; при этом происходит перемещение в конденсированных кольцах двойных сопряженных связей:
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Общую реакцию второго этапа биологического окисления можно изобразить так:
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При этом восстановленная форма никотинамидных коферментов окисляется и может снова включаться в дыхательную цепь.

Третий этап – перенос электронов и протонов от восстановленных флавопротеинов на убихинон, который еще называют коферментом Q (сокращенно КоQ) – от первой буквы слова quinone.

Убихинон – это липидорастворимый хинон, содержащий длинную боковую ненасыщенную цепь (см. ниже). Он присутствует практически во всех клетках. Отсюда и его название «убихинон» – в переводе означает «вездесущий хинон». Его молекула способна к обратимому связыванию атомов водорода, сопровождающемуся переходом из окисленной формы в восстановленную (убихинон – КоQ(H2). На стадии образования КоQ(H2 сливаются два потока атомов водорода, вводимых в дыхательную цепь НАД-зависимыми и ФАД-зависимыми дегидрогеназами.

Боковая углеводородная цепочка придает молекуле убихинона высокую гидрофобность. Это способствует ее быстрой диффузии в липидных фазах внутренней митохондриальной мембраны.

Убихинон может участвовать в одно- или двухэлектронном переносе. При одноэлектронном переносе он образует относительно стойкий семихинон, при двухэлектронном – гидрохинон. Убихинон может мигрировать в липидной фазе мембраны, представляя собой лабильный субстрат для ферментов, встроенных в мембрану (закрепленных). Он является производным бензохинона с длинной боковой цепью, которая в большинстве тканей млекопитающих состоит из 10 изопреноидных единиц. По химической структуре убихинон представляет собой 2,3-диметокси-5-метил-1,4-бензохинон с изопреноидной цепью R в 6-м положении:
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К настоящему времени выяснена основная роль убихинона, который, растворяясь в липидах гидрофобной части мембран митохондрий, осуществляет перенос электронов и протонов, диффундируя от внутренней поверхности внутренней мембраны к наружной поверхности. Общую реакцию третьего этапа можно изобразить так:
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При этом восстановленная форма флавопротеина окисляется и может вновь включаться в дыхательную цепь.

Затем в дыхательной цепи пути электронов и протонов расходятся (четвертый этап). Электроны атомов водорода от восстановленой формы КоQ(H2  поступают на так называемую цитохромную систему, а протоны освобождаются во внешнюю среду. Цитохромная система состоит из ряда ферментов, небелковая часть которых (простетическая группа) представлена железопорфиринами, близкими по структуре к гему. Известно около 20 различных цитохромов.. Их делят на группы, основываясь на различных структурах гемовой простетической группы. Выделяют четыре типа гемов, их обозначают латинскими буквами a, b, c, d. При обозначении цитохромов с хорошо установленной структурой при букве ставят числовой индекс, который указывает на принадлежность цитохрома к определенной группе. В процессах тканевого дыхания наиболее важную роль играют цитохромы b, c1, c, a, a3. Цитохромы отличаются друг от друга строением белковой части, природой боковых цепей порфиринов и способом присоединения гема к белкам.

Атом железа в геме цитохромов может менять валентность, присоединяя или отдавая электрон:

Fe3+ + e–   ((  Fe2+
Fe2+ – e–   ((  Fe3+
Поэтому цитохромы участвуют в транспорте электронов в клетке аэробных организмов.

Установлено, что звено цитохромов располагается между КоQ(H2 и кислородом; при этом в дыхательную цепь цитохромы включаются в определенной последовательности в зависимости от окислительно-восстановительного потенциала, в основном в таком порядке: b,  c1, c, a, a3.

Комплекс цитохромов b и c1 осуществляет перенос электронов от атомов водорода восстановленного КоQ(H2 на цитохром с. Электроны последовательно проходят через атомы железа цитохромов  b и c1, а затем поступают на цитохром c, протоны при этом освобождаются во внешнюю среду. Цитохром c представляет собой железосодержащий белок с небольшой молекулярной массой (~12000), состоящий из одной полипептидной цепи и порфириновой группы с атомом железа. Аналогично убихинону цитохром с – подвижный переносчик электронов. Находится он вблизи наружной поверхности внутренней мембраны митохондрий и, очевидно, может выходить в межмембранное пространство. Он выполняет как бы челночные движения между цитохромами b и с1 и комплексом цитохромов a и a3, диффундируя вдоль поверхности мембраны.

Комплекс цитохромов a и a3 действует как цитохромоксидаза (ЦХО), поэтому ее обозначают как aa3. ЦХО помимо гема содержит ионы меди, которые тоже участвуют в переносе электронов, меняя валентность:

Cu2+ + e–   ((  Cu+
Cu+ – e–   ((  Cu2+
Пятый этап связан с передачей электронов от цитохромоксидазы на молекулярный кислород. ЦХО – единственный из цитохромов, который может это осуществлять, поэтому получил такое название. Электроны последовательно присоединяются к ионам железа цитохромов a и a3, затем к иону меди и, наконец, попадают на кислород. В результате этого образуется активный ионизированный кислород (O2-), который, реагируя затем с двумя протонами водорода из матрикса, образует воду, так как ЦХO находится вблизи внутренней поверхности мембраны с активным центром, направленным в матрикс, куда поступает молекулярный кислород.

Поэтапно вышесказанное (четвертый и пятый этапы) можно записать следующим образом:
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В организме человека за сутки образуется 300-400 мл эндогенной метаболической воды.

Каждый компонент дыхательной цепи во внутренней мембране митохондрий встроен между своим восстановителем и окислителем. В результате этого создаются условия для потока электронов от субстрата через последовательно расположенные переносчики электронов к молекулярному кислороду. Направление переноса протонов и электронов определяет окислительно-восстановительный потенциал.

При переходе от одного переносчика к другому электрон постепенно, небольшими порциями теряет потенциал. Падение потенциала связано с изменением свободной энергии. По мере падения потенциала выделившаяся свободная энергия трансформируется в химическую форму, удобную для использования клеткой.

Процесс присоединения молекулы фосфорной кислоты к молекуле АДФ является реакцией фосфорилирования. А так как энергия для этой реакции поставляется окислительно-восстановительными реакциями, сопряженными с дыхательной цепью, то этот процесс образования АТФ принято называть окислительным фосфорилированием.

Суммарно процесс биологического окисления, сопряженного с процессом фосфорилирования, можно записать так:
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В процессе перехода электронов через систему дыхательной цепи происходит постепенное освобождение свободной энергии (она запасается в химических связях АТФ при поэтапном прохождении электронов), и к кислороду электроны переносятся уже энергетично обедненными, поэтому образование воды в организме не сопровождается взрывом, как это имеет место при образовании гремучего газа. Биологический смысл постепенного ступенчатого окисления в дыхательной цепи состоит в высвобождении свободной энергии частями («каскадообразно»), и только в таком случае она может быть в полной мере использована организмом. Если бы окисление совершалось сразу путем непосредственного взаимодействия между молекулами водорода субстрата и молекулярным кислородом, то оно сопровождалось бы одномоментным выделением большого количества энергии, значительная часть которой терялась бы в виде тепла.

Таким образом, дыхательная цепь – это каскад, при помощи которого клетка получает свободную энергию, извлекаемую из клеточного топлива, в удобном для использования виде (АТФ).

В организмах существует короткий путь аэробного окисления органических веществ без участия цитохромной системы. В этом случае водороды окисляемого субстрата сразу акцептируются особыми металлосодержащими флавиновыми ферментами (оксидазами) и переносятся прямо на молекулярный кислород с образованием пероксида водорода.

Образовавшийся пероксид водорода является сильным ядом для клетки. Обезвреживание пероксида водорода осуществляется с помощью гемсодержащих ферментов: каталазы и пероксидазы. Каталаза присутствует во всех клетках и тканях организма, особенно богаты ею печень, эритроциты, почки. Каталаза – очень активный фермент: одна молекула ее разлагает до 40000 молекул H2O2 в 1 с. Пероксидаза в животных тканях – малоактивный фермент по сравнению с каталазой. Растительные клетки, наоборот, богаты пероксидазой. Для каталазы субстратом и донором водорода служат молекулы пероксида водорода, а для пероксидазы – органический субстрат. Схематически сказанное можно представить так:
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В процессе клеточного дыхания кроме воды образуется и CO2, процессы образования которого будут рассмотрены в других разделах биохимии.
Окислительное фосфорилирование
В процессе биологического окисления около 50% энергии резервируется клетками тканей в качестве макроэргических соединений, преимущественно АТФ. Синтез АТФ из АДФ и фосфорной кислоты, который происходит с использованием энергии, освобождающейся при окислении веществ в живых клетках, и сопряжен с переносом электронов по дыхательной цепи, называется окислительным фосфорилированием.

Основное количество АТФ синтезируется в процессе фосфорилирования, которое сопряжено с клеточным дыханием. Установлено, что на каждом этапе переноса электронов от одного переносчика на другой они переходят с одного энергетического уровня на другой (более низкий), в результате чего происходит высвобождение определенного количества энергии. Однако имеется 3 этапа, когда освобождаемой энергии достаточно для синтеза АТФ.

На основании данных термодинамики были предсказаны три участка (пункта) дыхательной цепи, в которых прпоисходит синтез АТФ. Опыты с применением специфических ингибиторов определенных ферментов дыхательной цепи подтвердили эти данные. Так, ротенон (инсектицид – токсическое вещество, вырабатываемое одним из видов растений и употребляемое индейцами как яд) блокирует перенос электронов на участке от НАДН+Н+ до КоQ, при этом все компоненты дыхательной цепи переходят в окисленное состояние, т.е. снижается скорость транспорта электронов. Амитал (барбитурат натрия) препятствует восстановлению КоQ. Антибиотик антимицин «А» блокирует перенос электронов от цитохрома b на цитохром c1, а цианиды, азид натрия, сероводород связываются с цитохромоксидазой и препятствуют переходу электронов с ЦХО на молекулярный кислород.

Из приведенной схемы следует, что первая молекула АТФ синтезируется во время переноса электронов и протонов на участке «никотинамидные коферменты – флавопротеины – KoQ», вторая – при переносе электронов от цитохрома b на цитохром с1 и третья на участке переноса электронов от цитохромоксидазы на молекулярный кислород. Отсюда при переносе двух атомов водорода в дыхательной цепи образуется три молекулы АТФ.
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Рис.2 Локализация трех пунктов сопряжения дыхания и 
фосфорилирования в дыхательной цепи

        Следовательно, в дыхательной цепи есть 3 участка, в которых перенос электронов сопровождается большим снижением свободной энергии. Это те участки, где высвобождающаяся энергия запасается, т.е. используется для синтеза АТФ(рис.2).

Митохондрии и их роль в окислительном фосфорилировании

Митохондрии – это особые органеллы клеток, внутриклеточные центры аэробного дыхания. Они выделены из многих животных и растительных тканей, некоторых микроорганизмов и, как правило, представляют собой овальные тельца размером в длину 1–4 мкм, в поперечнике 0,3–0,7 мкм. Однако в разных клетках размеры и форма их могут быть существенно различными – от нитей до палочек, петель и сфер. В клетке в зависимости от ее типа и функций может находиться от нескольких десятков до нескольких тысяч митохондрий. Во многих клетках митохондрии распределены равномерно, однако наблюдается тенденция к локализации их в наиболее активных зонах клетки. В некоторых тканях митохондрии располагаются таким образом, чтобы обеспечить доставку АТФ к структурам, использующим энергию.

Структура митохондрий изучена методом электронной микроскопии. Они имеют две мембран – наружную и внутреннюю. Наружные мембраны митохондрий по своему химическому составу и другим свойствам довольно близки к другим внутриклеточным мембранам, тогда как внутренние мембраны резко от них отличаются. Внутренняя мембрана образует многочисленные выступы – так называемые кристы (лат. crista – гребень), общая поверхность их огромна. Так, в митохондриях печени суммарная поверхность внутренних мембран в расчете на 1 г белка равна 40 м2. Внутримитохондриальное пространство, ограниченное внутренней мембраной заполнено матриксом – гелеобраз​ной полужидкой массой. Внутренняя мембрана отделена от наружной водным межмембранным пространством. Один из возможных упрощенных вариантов структуры митохондрий изображен на рис. 3. Митохондриальные мембраны представляют собой ли​по​протеиновые структуры толщиной 5–7 нм.

Внутренняя и наружная мембраны существенно отличаются по составу, свойствам и функциям.

Наружная мембрана гладкая, хорошо проницаема для веществ, имеющих молекулярную массу до 10000. Для нее характерно высокое отношение количества фосфолипидов к белкам (примерно 1:1). В наружной мембране содержится ряд ферментов, участвующих в удлинении молекул насыщенных жирных кислот, монооксидазы и др.
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Внутренняя мембрана митохондрий покрыта со стороны матрикса грибовидны
Рис.3 Структура митохондрий

ми выростами, которые в основном образованы H+-АТФ-синтетазой. Внутренняя мембрана непроницаема для большинства веществ. Она непроницаема для НАД+, НАДФ+, НАД(H+H+, а также различных ионов, H+, OH-, К+, C1- и др. Проникают только вода и нейтральные молекулы с молекулярной массой меньше 150. Отношение фосфолипидов к белкам примерно 1:3. Внутренняя мембрана митохондрий во всех клетках выполняет одинаковую функцию: сопряжение окисления с синтезом АТФ, т.е. является сопрягающей мембраной. Она содержит ферменты дыхательной цепи и синтеза АТФ, различные ферменты, обеспечивающие транслокацию, в частности, осуществляющие перенос АДФ из цитозоля через внутреннюю мембрану в матрикс и обратный выход АТФ (АДФ-АТФ-транслоказа). Матрикс митохондрий содержит систему ферментов цикла Кребса, окисления жирных кислот, НАД- и ФАД-за​висимые дегидрогеназы и др.

Механизм сопряжения дыхания 
и фосфорилирования в митохондриях

В современном понимании окислительным фосфорилированием называется процесс образования АТФ при переносе электронов и протонов по дыхательной цепи согласно уравнению:
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В настоящее время наиболее серьезное экспериментальное обоснование получила теория хемиосмотического сопряжения, разработанная английским биохимиком П. Митчеллом. Многое для ее доказательства сделано русским ученым В.П. Скулачевым.

Главную роль в хемиосмотической теории занимает внутренняя (сопрягающая) мембрана митохондрий, ее замкнутость и целостность, при нарушении которых синтез АТФ прекращается. Было обращено внимание на то, что окислительно-восстановительные ферменты и коферменты, составляющие дыхательную цепь, располагаются в определенной последовательности, векторно, образуя поперек внутренней мембраны петли, перекресты (рис. 4). Основным проявлением векторности в дыхательной цепи является переброс ионов H+ с внутренней поверхности мембраны (со стороны матрикса) на наружную. Обратный же переход H+ невозможен, так как внутренняя мембрана для них непроницаема.

Большинство ферментов дыхательной цепи довольно прочно закреплены в липидно-белковой конструкции мембраны и не имеет контактов с ее внутренней и наружной сторонами. Первое же звено дыхательной цепи, связанное с НАД+- или ФАД-дегидрогеназами, находится на внутренней поверхности мембраны, имеет выход в матрикс, куда направлены их активные центры, к которым поступают из матрикса субстраты для их дегидрирования. Атом водорода от НАД(H+H+ захватывается снаружи флавопротеином, который расположен поперек внутренней мембраны. При этом электроны отдаются на железосерный белок, а H+ выталкиваются наружу. Электроны передаются дальше по цепи. Последнее звено – цитохромоксидаза также локализуется близко к внутренней поверхности мембраны, ее активный центр направлен в матрикс, куда и поступает молекулярный кислород.
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Рис.4 Схема образования протонного потенциала в ходе дыхания (показаны предполагаемые участки перекреста ): 1 – матрикс, 2 -внутренняя мембрана митохондрий, 3 – межмембранное пространство, 4 – наружная мембрана, 5 – H+-АТФ-синтетаза, 6 – АДФ-АТФ-транслоказа, 7 – схематично показан круговорот ионов H+, протонный цикл.

Липидрастворимый кофермент Q (убихинон), легко диффундирующий с внутренней стороны мембраны (от матрикса) к наружной, и, передающий электроны далее по дыхательной цепи, является также переносчиком протонов из матрикса на наружную поверхность внутренней мембраны – в межмембранное пространство.

По мнению Митчелла, энергия переноса электронов и протонов по дыхательной цепи первоначально сосредоточивается в виде протонного потенциала или электрохимического градиента ионов H+, который создается перекачиванием ионов H+ через мембрану (в определенных пунктах дыхательной цепи) с внутренней поверхности внутренней мембраны (со стороны матрикса) на ее наружную поверхность – в межмембранное пространство. Иными словами, между водными фазами, разделенными внутренней мембраной, создается разность концентраций H+ (градиент концентрации H+) с более кислым значением pH снаружи. Одновременно поверхности мембраны заряжаются: наружная – положительно, за счет увеличения H+, а внутренняя – отрицательно за счет убывания концентрации H+ и избытка OH-, т.е. создается градиент электрического потенциала. Следовательно, цепь переноса электронов работает как протонный насос, перекачивая протоны из матрикса на наружную сторону мембраны. 

Образовавшийся электрохимический потенциал заставляет протоны при их избытке на наружной стороне мембраны двигаться (по градиенту концентрации) в обратном направлении – во внутрь (в матрикс). Однако мембрана непроницаема для них, за исключением специальных участков – протонных каналов, имеющихся в ферментативном комплексе H+-АТФ-синтетазы, расположенной поперек внутренней мембраны, контактирующих как с межмембранным пространством, так и с матриксом. Обратная диффузия H+ в матрикс приводит к выравниванию разности концентраций H+ и происходит разрядка внутренней мембраны (исчезает электрический потенциал). Одновременно в активном центре фермента H+-АТФ-синтетазы происходит процесс окислительного фосфорилирования АДФ активным неорганическим фосфатом с образованием АТФ, т.е. энергия электрохимического потенциала трансформируется в химическую энергию макроэргической связи АТФ. Возникающая разность потенциалов в 0,25 В вполне достаточна для образования одной молекулы АТФ.

При сопряжении тканевого дыхания с фосфорилированием создается непрерывный круговорот ионов H+ (зарядка и разрядка внутренней мембраны), так называемый протонный цикл (рис. 4). Энергия протонного потенциала накапливается в молекуле АТФ – этом универсальном биологическом аккумуляторе энергии. Возврат H+ другими путями, минуя протонные каналы комплекса H+-АТФ-синтетазы, в том числе при участии веществ, легко проникающих в мембрану и отдающих свой H+ (разобщающих окисление с фосфорилированием), приводит к тому, что энергия выделяется в виде тепла. Таким образом, можно предполагать, что тканевое дыхание заряжает митохондриальную мембрану, а окислительное фосфорилирование разряжает ее, используя энергию мембранного потенциала для синтеза АТФ. При этом тканевое дыхание совершает осмотическую работу (концентрируя протоны в межмембранном пространстве митохондрий) и электрическую (создает разность электрических потенциалов), которая используется H+-АТФ-синтетазой на химическую работу, т.е. синтез АТФ. Сочетание этих двух функций дыхания и фосфорилирования дало основание назвать гипотезу хемиосмотической или протондвижущей, поскольку движущей силой фосфорилирования является протонный потенциал.

Синтезируемый в митохондриях АТФ клетка использует как химическое топливо при различных энерготратах. Поэтому митохондриальный АТФ необходимо доставить в ту часть клетки, где он необходим.

Свободное нефосфорилирующее окисление

Если процесс тканевого дыхания отключен от процесса фосфорилирования, то энергия окисляемых субстратов превращается в теплоту, не используемую для выполнения клеточных функций. Такой путь окисления клеточных субстратов был назван А. Ленинджером нефосфорилирующим, или свободным окислением. Оно необходимо в тех ситуациях, когда потребность в теплоте для организма больше, чем в АТФ. Например, для поддержания температуры тела при охлаждении теплокровных животных. В организме имеется ткань – бурый жир. Физиологическое назначение этой ткани – продукция тепла в процессе окисления триацилглицеринов для поддержания необходимой температуры тела. Особенность внутренней митохондриальной мембраны клеток бурой жировой ткани – отсутствие у нее способности синтезировать АТФ. Эта мембрана имеет особые проводящие поры, проницаемые для ионов водорода (H+). Выделяющиеся при работе дыхательной цепи переноса электронов ионы водорода попадают обратно в матрикс митохондрий не через протонный канал АТФ-азного комплекса, а через эти проводящие поры. Энергия окисления превращается в тепло. Бурого жира много у новорожденных, с возрастом у человека его количество убывает. Особенно много бурого жира у зимнеспящих животных, чутко реагирующих на температуру окружающей среды. Необычная для бурого жира коричневая окраска объясняется большим содержанием в нем митохондрий. Эти митохондрии отличаются тем, что в них примерно в 10 раз больше ферментов дыхания, чем фосфорилирования, т.е. они в меньшей степени настроены на производство АТФ.

Свободнорадикальное окисление

Основные пути потребления кислорода в клетках. Основная масса молекулярного кислорода (80–90%) используется в митохондриях в процессах тканевого дыхания, сопряженного с окислительным фосфорилированием, и сопровождается образованием воды. Из оставшегося количества кислорода (10–20%) большая часть его расходуется по пути микросомального окисления, причем, главным образом в окислительных цепях эндоплазматического ретикулума печени и других тканей, а также в митохондриях клеток коры надпочечников.

Для клетки очень важно, чтобы молекула кислорода, присоединив четыре электрона, полностью восстановилась до двух молекул воды. При неполном восстановлении кислорода, в случае присоединения одного или двух электронов, образуется пероксид водорода и различные свободные радикалы – крайне токсичные для клеток, так как могут повреждать клеточные мембраны, взаимодействуя с остатками ненасыщенных жирных кислот мембранных липидов. Свободным радикалом называют группу атомов, имеющих свободную валентность, способных активно реагировать с другими веществами (например, гидроксильный радикал –
[image: image23.wmf],
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ме​тиль​ный радикал – CH3 и др.).

Молекулярный кислород в основном триплетном состоянии имеет два неспаренных электрона, занимающих самостоятельные внешние орбитали с одинаково направленным вращением (спинами). Каждая из этих орбиталей может принять еще один электрон. Присоединение одного электрона образует свободный радикал – супероксидный анион (
[image: image24.wmf]-
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), присоединение двух электронов образует пероксидный анион (O22-).

Полное восстановление кислорода до двух молекул воды требует четырех электронов и четырех протонов:
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Однако в организме в большинстве случаев полное восстановление кислорода происходит не сразу, а поэтапно – с переносом одного электрона на каждом этапе. Образовавшийся при приеме одного электрона супероксидный анион (
[image: image26.wmf]-
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) может действовать как окислитель (акцептор электрона) и как восстановитель – донор электрона. В первом случае, получая еще один электрон в водной среде, он превращается в пероксид водорода:
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Во втором случае 
[image: image28.wmf]-
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 теряет электрон и превращается в молекулярный кислород:
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Донорами или акцепторами электронов здесь могут быть разнообразные соединения. Возможна также реакция дисмутации, когда в одной и той же реакции одна молекула супероксида служит донором электрона, а другая – акцептором:
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Образовавшийся пероксид водорода, в свою очередь, может восстанавливаться супероксидом:
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В данной реакции образуется свободный гидроксильный радикал 
[image: image32.wmf],
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 который при взаимодействии с супероксидом образует синглетный кислород (
[image: image33.wmf]-
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), где оба электрона на внешней орбитали кислорода имеют разнонаправленный спин:
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Кислородные радикалы: 
[image: image35.wmf]-
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 – супероксидный; 
[image: image36.wmf]H
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 – гидроксильный; 
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 – пероксидный и синглетный кислород (
[image: image38.wmf]-
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) обладают высокой реакционной способностью и взаимодействуют со многими веществами организма, в том числе нуклеиновыми кислотами, белками, липидами и с другими соединениями, вызывая нарушение их функций.

В последние годы особый интерес проявляется к свободнорадикальному окислению ненасыщенных жирных кислот липидов биологических мембран, так называемому перекисному окислению липидов (ПОЛ) или липопероксидации. Короткоживущие свободные радикалы (
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 или 
[image: image40.wmf]H

O

&

), появляющиеся в результате некоторых био​хими​ческих реакций, могут реагировать с молекулой жирной кислоты (RH), особенно ненасыщенной, с превращением ее в соответствующий жирнокислотный радикал и образованием перекиси водорода:
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С этих реакций начинается цепной процесс окисления жирных кислот, впрочем, как и других веществ. Эта стадия перекисного окисления определена как стадия инициирования цепей. Свободные радикалы (
[image: image42.wmf]R
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), вступая во взаимодействие с молекулярным кислородом, превращаются в перекисные радикалы (
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) В свою очередь, перекисные радикалы, легко реагируя с новыми молекулами ненасыщенных жирных кислот, способствуют образованию гидроперекисей и исходных свободных радикалов:
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Таким образом, в цепную свободнорадикальную реакцию вовлекаются все новые и новые молекулы молекулярного кислорода и жирных кислот. Продуктами пероксидного окисления ненасыщенных жирных кислот могут быть альдегиды, кетоны, диальдегиды, эпоксиды и др., например:
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Это происходит путем разрыва в жирной кислоте углерод-углеродной связи, соседствующей с пероксидной группой. Количество образовавшегося малонового диальдегида находится в прямой зависимости от числа двойных связей в молекуле полиненасыщенной жирной кислоты. Так, линолевая кислота образует одну молекулу малонового диальдегида, линоленовая – две.

Таким путем могут окисляться как свободные ненасыщенные жирные кислоты, так и их остатки, входящие в состав липидов, особенно фосфолипидов. Этот процесс называют пероксидным окислением липидов. О его уровне можно судить по количеству образовавшегося в клетках малонового диальдегида. Очевидно, что функциональная роль реакций этого типа состоит в регуляции обновления и проницаемости липидов биологических мембран. В частности, образовавшиеся продукты пероксидного окисления лучше растворимы в воде, чем исходные ненасыщенные высшие жирные кислоты, поэтому они легче вымываются из мембран, что способствует процессам самообновления мембранных структур и необходимо для нормального их функционирования. Кроме того, пероксидное окисление необходимо для биосинтеза ряда биологических активных веществ, например, кортикостероидов – гормонов коры надпочечников, прогестерона – женского полового гормона, простагландинов – клеточных гормонов и др.

В то же время усиление пероксидного окисления липидов может изменять их конформацию, уменьшать гидрофобность, приводить к образованию ковалентных сшивок между молекулами липидов или липидов и белков. Вследствие этого при окислении мембранных липидов резко изменяются их структура и функции. Активные формы кислорода в организме образуются в реакциях самопроизвольного (неферментативного) окисления ряда веществ. Так, одним из важных примеров может служить окисление гемоглобина в метгемоглобин, при котором образуется супероксид.

Усиление процессов свободнорадикального окисления, наблюдаемое при ультрафиолетовом облучении, действии ультразвука, радиации и других воздействиях, может вызвать серьезные нарушения в обмене веществ и энергии, функциях и структурах клетки. Например, при лучевой болезни происходит нарушение уникальной структуры биологических мембран, разрыхление их и, как следствие, нарушение структурированности ферментов и их систем. Накопление пероксидов в значительных количествах в митохондриях вызывает их набухание и разрушение, что приводит к нарушению упорядоченности, фиксации и функций ферментативных систем дыхания, которые сосредоточены на внутренней и внешней мембранах митохондрий. Одним из серьезнейших нарушений энергетического обмена при усилении свободнорадикального окисления является также разобщение дыхания и фосфорилирования, а следовательно, и ослабление биосинтеза макроэргических соединений, особенно АТФ. Это в свою очередь затормаживает процессы биосинтеза белков, нуклеиновых кислот и других соединений, а также нарушает функции организма. Такие сдвиги особенно тяжело сказываются на центральной нервной системе, поскольку головной мозг весьма чувствителен к нарушениям дыхания и к повышенному содержанию различных продуктов обмена.

Проведение таких лечебных манипуляций, как вдыхание кислорода при повышенном давлении во время проведения гипербарической оксигенации в специальных камерах, также может привести к усилению пероксидного окисления. С возрастом накопление пероксидов липидов ускоряет процесс старения организма. Они также задерживают деление клеток и тем самым снижают процессы заживления поврежденных тканей.

В организмах имеются многие водо- и липидрастворимые соединения, которые могут как активировать пероксидное окисление (их называют прооксидантами), так и тормозящие этот процесс – антиоксиданты. К антиоксидантам относятся витамины группы Е ((-, (-, (-токоферолы), большинство фосфолипидов (например, фосфатидилхолин), стероидные гормоны, тироксин – гормон щитовидной железы, соли селена, комплексоны, витаминоподобные флавоноидные соединения (витамины группы Р), аскорбиновая, лимонная, никотиновая кислоты, аминотиолы, мочевина и др. (-Токоферол, присутствующий в мембранах, является своеобразной химической системой защиты мембран от пероксидного окисления.

Прооксидантами являются легкоокисляющиеся соединения, образующие свободные радикалы: витамины группы ретинолов (А), кальциферолов (Д), нафтохиноны, восстановители НАДФ(H2, липоевая кислота, свободнорадикальные метаболиты, образуемые действием других прооксидантов.

Антиоксиданты и прооксиданты широко используются в научно-исследовательской работе; антиоксиданты применяются в практике здравоохранения, в том числе и для лечения лучевой болезни, так как способствуют нормализации окислительно-восстановительных реакций в организме. В настоящее время синтезированы высокоактивные антиоксиданты (например, дибунол), во много раз превышающие эффект классического антиоксиданта (-токо​ферола. Дибунол является ингибитором свободнорадикальных реакций и обладает свойствами антиоксиданта, проявляет противоопухолевую активность.

Вещества, влияющие на энергетический обмен в клетках

Многие вещества, в том числе и лекарственные средства, могут изменять энергетику клеток, влияя на образование энергии в ходе превращения питательных веществ, и на уровень окислительного фосфорилирования (образование АТФ). Их можно разделить на активаторы и ингибиторы энергетического обмена. Глюкоза, фруктоза, аминокислоты, кислоты цикла Кребса (лимонная, яблочная, янтарная), различные питательные смеси, например препараты гидролизатов белков: гидролизат казеина, аминокровин, фибриносол, амикин и др., улучшают энергетический обмен в тканях организма, вовлекаясь в окислительно-восстановительные реакции митохондрий, поэтому нашли применение в медицинской практике. Ингибиторами являются фториды, арсенаты, моноиодацетат и .др., блокирующие активность отдельных ферментов распада углеводов, липидов или выступающие как разобщители окислительного фосфорилирования. Они нашли применение в научных исследованиях при изучении отдельных этапов обмена веществ и энергии.

По механизму действия вещества, влияющие на энергетический обмен  в клетках, можно разделить на четыре группы.

Ингибиторы дегидрогеназ – ингибируют процесс дегидрирования отдельных субстратов, снижая поступление атомов водорода (протонов и электронов) в дыхательную цепь. К ним относятся, например, противотуберкулезные препараты фтивазид, изониазид (ГИНК), салюзид и др., являющиеся производными изоникотиновой кислоты и имеющие структурное сходство с амидом никотиновой кислоты, являются конкурентными ингибиторами никотинамидных дегидрогеназ (НАД-зависимых), содержащих в составе своих коферментов амид никотиновой кислоты. Поэтому проявляется их конкурентное замещение, ведущее к подавлению действия НАД-зависимых дегидрогеназ и механизм клеточного дыхания у микроорганизмов подавляется, что ведет к их гибели. Малоновая кислота (HOOC–CH2–COOH) – нормальный промежуточный продукт обмена – является конкурентным ингибитором ФАД-зависимой дегидрогеназы (сукцинатдегидрогеназы), отщепляющей атомы водорода от янтарной кислоты (HOOC–CH2–CH2–COOH) – одного из субстратов цикла Кребса, в связи с чем скорость этого цикла снижается. Смесь ингибиторов НАД- и ФАД-зависимых дегидрогеназ может значительно угнетать тканевое дыхание, не влияя на образование протонного потенциала, так как поступление ионов H+ из матрикса обеспечивает убихинон.

Ингибиторы тканевого дыхания на этапах фосфорилирования. Они блокируют одно их трех звеньев образования АТФ, прерывая поток электронов на определенных участках дыхательной цепи. Первая группа препаратов (снотворные препараты барбитурового ряда – амитал и др., прогестерон – женский половой гормон) прерывает поступление водорода на дыхательную цепь от субстратов, окисляющихся путем действия пиридинзависимых дегидрогеназ, но не мешает использованию субстратов, окисляющихся через ФАД (например, янтарной кислоты).

На уровне второго звена дыхательная цепь блокируется противогрибковым антибиотиком антимицином А (блокируется перенос электронов между цитохромами b и c1). Дыхание возможно только при поступлении электронов и протонов на участок цепи после блока. Например, аскорбиновая кислота (витамин C) может окисляться цитохромом с. Поэтому в ее присутствии дыхание в митохондриях продолжается, даже несмотря на то, что дыхательная цепь ингибирована антимицином А.

Третья группа ингибиторов дыхания: цианиды (NaCN, KCN), азиды (NaN3), оксид углерода (II) и др. блокируют цитохромоксидазу и делают невозможным сам процесс дыхания. Эти вещества вызывают кислородный голод для дыхательной цепи митохондрий, хотя кислород находится в изобилии (блокируется процесс переброса электронов на кислород). Здесь выключается образование протонного потенциала и связанного с ним фосфорилирования – прекращается жизнедеятельность клеток. Поэтому перечисленные ингибиторы цитохромоксидазы являются сильнейшими ядами, отравление которыми вызывает быструю гибель организма.

Ингибиторы фосфорилирования могут действовать на H+-АТФ-синтетазу, препятствуя использованию протонного потенциала для синтеза АТФ. Например, антибиотик олигомицин, связываясь с белковой субъединицей H+-АТФ-синтетазы в месте соединения факторов F0 и F1, запечатывает выход канала и прекращает поступление ионов H+ к фактору F1, одновременно ингибируя синтез АТФ в активном центре F1. Этот антибиотик полностью останавливает фосфорилирование, что ведет к остановке дыхания.

Разобщители окислительного фосфорилирования. Существует ряд веществ, которые блокируют процесс сопряжения между дыханием и фосфорилированием, т.е. непосредственно ингибируют процесс образования АТФ. Эти вещества получили название «разобщающих агентов». Разобщители не влияют на создание протонного потенциала. Они лишь способствуют его расходованию в обход H+-АТФ-синтетазы – основного потребителя энергии протонов для образования АТФ. Механизм действия разобщителей связан с тем, что они являются переносчиками протонов, катионов или других ионов через мембрану и «отключают» фосфорилирование от кле​точного дыхания. Все разобщители относятся к мембранотропным веществам. Они делятся на протонофоры и прочие ионофоры.

Протонофоры (т.е. переносчики протонов). Эти вещества обладают гидрофобностью, т.е. хорошо растворимы в липидах мембраны и содержат подвижные протоны, поэтому способствуют переносу через мембрану протонов, выравнивая их концентрацию и разность зарядов по обе стороны мембраны. Протонофоры в соответствующих концентрациях могут полностью разобщать дыхание и фосфорилирование, так как ликвидируют оба компонента протонного потенциала ((pH и ((), созданного дыханием. Фосфорилирующее окисление полностью переходит на свободное, и митохондрии выполняют роль «нагревательного прибора» в клетках. К разобщителям такого типа относятся природные вещества, например свободные жирные кислоты, которые в форме аниона (R–COO–) связывают H+ на внешней стороне мембраны, переносят их в недиссоциированной форме (R–COOH) и затем, диссоциируя, отдают H+ на внутренней стороне мембраны (R–COOH –( R–COO– + H+). Разобщают дыхание и синтез АТФ и такие вещества, как 2,4-динитрофенол, производные бензимидазола и фенилгидразона, а также ряд лекарственных средств, например, салицилаты (противовоспалительные средства), дикумарин, фенилин (антикоагулянты непрямого действия) и др. Разобщающее действие проявляют тиреоидные гормоны – трииодтиронин и тироксин, которые применяются и как фармпрепараты.

Ионофоры (т.е. переносчики ионов). К ним относятся вещества, способные связывать определенные ионы (К+, Na+ и др.) и переносить их через мембрану, нарушая изолирующий барьер мембраны. От разобщающих агентов они отличаются тем, что переносят через мембрану не ионы H+, а какие-нибудь другие катионы. Например, токсичный антибиотик валиномицин образует жирорастворимый комплекс с ионами К+, легко проходящий через внутреннюю мембрану митохондрий, тогда как в отсутствие валиномицина ионы К+ проникают сквозь нее с большим трудом. Антибиотики-ионофоры выравнивают ионные градиенты на любой, а не только на митохондриальной мембране, поэтому, прекращая выработку энергии и выравнивая ионные градиенты между внутренней и внеклеточной средой, вызывают быструю гибель микроорганизмов. Ионофор грамицидин является антибиотиком, обладающим бактериостатическим и бактерицидным действием. Он облегчает проникновение через мембрану К+ и Na+, причем действует на клетки как микроорганизмов, так и больного, поэтому его надо принимать только наружно, в виде мазей, паст при лечении гнойных ран, остеомиелитах и в виде промываний и полосканий при воспалительных заболеваниях уха, горла и др.

Лекарственные средства как составные части дыхательной цепи. При многих нарушениях биологического окисления благотворно влияет терапевтическое применение составных компонентов дыхательной цепи. В большинстве случаев – это метаболитная (субстратная) терапия. Как уже указывалось, введение в организм глюкозы, фруктозы, аминокислот, молочной, лимонной, янтарной, яблочной кислот как продуктов универсализации «топлива» и источников атомов водорода может в случае недостатка субстрата оказать благотворное влияние на процессы окисления. Широкое применение находит использование витаминов, в частности никотинамида, рибофлавина, а также их кофакторов, например фармпрепаратов флавината (ФАД) и ФМН, как средств, входящих в состав ферментов, регулирующих окислительно-восстановительные процессы в организме. Положительный результат кислородной терапии при гипо- и аноксических состояниях известен давно.

В последнее время большой интерес представляют попытки лечебного применения некоторых ферментов дыхательной цепи. Так, цитохром с – ферментный препарат, полученный путем экстракции из ткани сердца крупного рогатого скота, повышает использование кислорода в тканях. Применяют цитохром с для улучшения тканевого дыхания при асфиксии новорожденных, при астматических состояниях, хронической пневмонии, сердечной недостаточности, анемиях, некоторых отравлениях и др.

Методы изучения обмена веществ

Для изучения обменных процессов в организме используются разнообразные методические подходы на разных уровнях организации живого: целостного организма, изолированных органов, тканевых cpезов, гомогенатов, экстрактов, субклеточных структур, биожидкостей и др. При этом используются современные физико-химические и биохимические методы выделения, разделения, идентификации и количественного определения веществ:

1) балансовые – на целостном организме определяются общие количественные сдвиги веществ по их поглощению и выделению конечных продуктов обмена (расчет баланса прихода-расхода);

2) манометрические – для изучения общих обменных процессов в специальных аппаратах;

3) хроматографические – для выявления наличия и определения количественных сдвигов тех или иных молекул;

4) авторадиографические – с использованием меченых атомов для выявления на целостном организме распределения, биосинтеза и распада тех или иных веществ в органах и тканях;

5) гистохимические – для установления наличия тех или иных молекул в клетках разных органов и тканей;

6) спектрофотометрические – для определения количественных сдвигов по спектру поглощения;

7) электрофорез – для разделения, идентификации и количественных определений веществ;

8) ферментативные методы – по специфичности действия ферментов и др.

Балансовые методы. Определение содержания введенного в организм вещества и продуктов его распада, выведенных из организма (с мочой, калом, потом и выдыхаемым воздухом), дает основание для расчета баланса, т.е. разницы между приходом и расходом данного вещества. На основании определения баланса можно сделать важное заключение о потребностях организма в том или ином веществе. Так, например, для изучения состояния обмена белков большое значение имеет определение азотистого баланса – разницы между количеством азота, поступившего в организм с пищей, и количеством азота, выведенного из организма в виде конечных азотистых продуктов обмена. Азотистый баланс может быть положительным, равным нулю (равновесие) или отрицательным. При положительном азотистом балансе происходит задержка азота в организме. Это показывает, что происходит накопление белка в тех или других органах и тканях. В норме положительный баланс имеет место в молодом растущем организме или у женщин во время беременности. Азотистое равновесие наблюдается, если взрослый человек с пищей потребляет достаточное количество белка. Если же азота выводится из организма больше, чем его было введено, то имеет место отрицательный баланс. Это свидетельствует о том, что в организме происходит распад белков органов и тканей, который не компенсируется белками пищи. Отрицательный азотистый баланс наблюдается при различных заболеваниях, связанных с усиленным распадом белков тканей, при голодании, в глубоком старческом возрасте. Определение азотистого баланса важно при установлении нормы белков в питании.

Манометрические методы. Для изучения обмена веществ в различных тканях и мелких организмах, микроорганизмах и пр. пользуются аппаратом, предложенным немецким ученым Варбургом. Принцип метода заключается в том, что срезы тканей или другие объекты помещают в особые сосудики, соединенные с манометрами, при помощи которых можно измерить поглощение или выделение газа по изменению давления в системе с постоянной температурой и постоянным объемом.

Промежуточный обмен в организме и методы его изучения. Определив химическую природу веществ, выделяющихся из организма в виде конечных продуктов (CO2, H2O, мочевина и т.п.), далее необходимо выяснить пути, а также биохимические превращения исходных веществ, в результате которых образовались эти конечные соединения. При изучении обмена веществ необходимо знать не только начальные (исходные) и конечные, но и промежуточные продукты превращений, а также участие определенных органов в их превращении. Промежуточным обменом называют обмен отдельных веществ, включая образование промежуточных соединений, который совершается в органах и тканях организма. Промежуточный обмен отражает последовательность биохимических превращений веществ внутри организма, их материальный и энергетический баланс, локализацию этих превращений в определенных органах и тканях, взаимосвязь отдельных органов в едином процессе обмена веществ целостного организма и его колебания в зависимости от ряда условий. 

Для выяснения путей обмена того или иного вещества в целом организме или в отдельных органах существуют самые разнообразные методы, каждый из которых имеет свои достоинства и недостатки. Поэтому для всестороннего изучения той или иной стороны промежуточного обмена желательно применять несколько методов. При этом недостатки одного метода компенсируются соответствующими преимуществами другого.

Изотопный метод или метод меченых атомов. Принцип метода заключается в том, что синтезируются вещества, в молекулы которых вводятся атомы радиоактивных или тяжелых изотопов, обычно не встречающихся или встречающихся в ничтожных количествах в природных соединениях. Обычно используют или стабильные изотопы элементов, отличающиеся по массе от обычных элементов, или радиоактивные изотопы. В соответствии с этим применяют и различные методы их обнаружения либо по массе, применяя, например, масс-спектрометр, либо по радиоактивности, измеряя радиацию при помощи специальных счетчиков. Из стабильных изотопов в биохимических исследованиях применяют: водород с массой 2 (Д, дейтерий H2), азот с массой 15 (N15) и углерод с массой 13 (C13). Из радиоактивных изотопов нашли применение изотопы углерода (C14), фосфора (P32), серы (S35), йода (I131), железа (Fe59), натрия (Na24), кальция (Ca45), водорода (тритий-H3).

Особенно важным для этого метода является то обстоятельство, что живые организмы относятся одинаково к обмену меченых и немеченых веществ, что и обусловило возможность их применения. Пометив при помощи изотопов молекулу исследуемого вещества и введя его в организм, находят затем изотопные атомы в определенных соединениях и делают заключение о путях превращения меченого вещества в организме. С помощью метода изотопной индикации можно изучать самые различные процессы, например, пути всасывания, распределения, перемещения и превращения тех или иных веществ, в том числе и лекарственных. Этот метод обладает необычайно высокой чувствительностью. Так, при помощи весовых и объемно-аналитических методов можно доказать присутствие вещества в концентрации 10-6г, а посредством весьма чувствительных спектроскопических исследований – порядка 10-10 г, измерения радиоактивного излучения дают возможность определить 10-18 г вещества.

Метод ангиостомии предложен русским ученым Е.С. Лондо​ном и позволяет изучать обмен веществ на целостном организме путем изучения химического состава крови, притекающей к органу и оттекающей от него. Сущность этого метода заключается в том, что в стенки определенных кровеносных сосудов, выведенных наружу, вживляют серебряные или платиновые трубочки (канюли), а затем берут кровь у животного для исследования. Этот метод позволяет изучать изменение химического состава крови, притекающей к органу и оттекающей от него.

Метод изолированных органов разработан был в лаборатории русского ученого И.П. Павлова. При помощи этого метода удавалось установить, какие биохимические процессы происходят в определенных органах. Недостатком этого метода являлось то, что он давал возможность изучать обмен веществ в органе, изолированном от целого организма, и, следовательно, отключенном от влияния центральной нервной и эндокринной систем.

Метод срезов, экстрактов и гомогенатов из тканей широко применяется в биохимических лабораториях для изучения процессов обмена веществ в тех или иных тканях, но он также несовершенен, так как исключено влияние центральной нервной системы. Получают водные, солевые и другие экстракты (вытяжки), а также тонкие срезы из тканей при помощи микротома или бритвы. Затем наблюдают, какие вещества получаются из данного соединения после прибавления его к срезам, экстрактам или кашицам из тканей. Если прибавленное вещество подвергается тем или другим превращениям, то можно выяснить участие в этих реакциях различных ферментов. Огромное значение в изучении процессов обмена веществ на гомогенатах и экстрактах из органов и тканей имела разработка всевозможных методов фракционирования этих материалов. Для этого широко используются методы хроматографии, электрофореза, дифференциального центрифугирования и др. С помощью ультрацентрифугирования можно изучать процессы обмена веществ в различных органеллах клетки (ядре, рибосомах, митохондриях, лизосомах и др.).

Гистохимический метод. Этот метод в биохимии используется для обнаружения на срезах из тканей мест распределения тех или иных соединений при помощи специфических химических реагентов. Так, для определения наличия нуклеиновых кислот применяют реактив фуксинсернистой кислоты, наличия крахмала – реакцию с йодом, липидов – суданом и т.д.

Конечные продукты обмена. Последний этап обмена веществ в организме связан с образованием конечных продуктов обмена и выведением их из организма во внешнюю среду. Конечные продукты выводятся из организма через различные органы, в том числе и через органы, специально приспособленные для этого. Для человека и большинства животных важнейшими органами выделения являются почки, кишечник, легкие и кожа. Биохимический анализ продуктов выделения составляет основу лабораторного анализа в клинике и оказывает огромную помощь врачу при диагностике и лечении различных заболеваний (см. Клиническая биохимия).

Зачетные вопросы по теме

1. Дайте определение обмена веществ и энергии.

2. Охарактеризуйте катаболические, анаболические, амфиболические пути обмена веществ, их значение и взаимосвязь.

3. Охарактеризуйте деление живых организмов по типу питания и источникам энергии.

4. Понятие о свободной и полезной энергии.

5. Перечислите основные макроэргические соединения, образуемые в организме.

6. Фазы освобождения энергии из питательных веществ и их энергетическая ценность.

7. «Универсализация» пищи в организме и ее биологическое значение.

8. Структурная организация митохондрий и их роль в энергетическом обмене клеток.

9. Понятие о биологическом окислении (тканевом дыхании) и локализация ферментов, обеспечивающих его.

10. Характеристика ферментов дыхательной цепи.

11. Участие ферментов дыхательной цепи в окислительно-восстановительных реакциях.

12. Схема тканевого дыхания, его биологический смысл и энергетическая ценность.

13. Механизм сопряжения дыхания и фосфорилирования в митохондриях.

14. Схема образования протонного потенциала в ходе дыхания и его роль в процессе фосфорилирования.

15. Хемиосмотическая теория Митчелла.

16. Структура и локализация Н+-АТФ-синтетазы и ее роль в процессе фосфо-

17. рилирования.

18. Характеристика пунктов сопряжения тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования.

19. Роль транслоказы фосфата и АДФ-АТФ-транслоказы.

20. Работа Н+-АТФ-синтетазы как Н+-АТФазы.

21. Пути синтеза АТФ в клетке (субстратное и окислительное фосфорилирование).

22. Методы изучения обмена веществ.

23. Полная и короткая дыхательная пець, их энергетическая ценность.

24. Свободное нефосфорилирующее окисление.

25. Свободнорадикальное окисление и его регуляторы.

26. Вещества, влияющие на энергетический обмен в клетках.

27. Лекарственные препараты как регуляторы энергетического обмена.

Тестовые задания для самопроверки усвоения темы

1. Заключительным ферментом дыхательной цепи выступает:

1 – цитохром b
2 –цитохром а·а3
3 – цитохром с

4 – цитохром с1
2. В состав дегидрогеназ, участвующих в тканевом дыхании, в качестве коферментов входят производные витаминов:

1 – В5
2 – В1
3 – В2
4 – В3
3. Энергетическая ценность какой фазы освобождения энергии из питательных веществ максимальна?

1 – энтерального обмена

2 – внутриклеточного обмена (цитоплазма)

3 – тканевого дыхания (митохондрии)

4  В тканевом дыхании в большинстве случаев первичным акцептором водо-

    рода является:

    1 – флавинзависимая дегидрогеназа (ФМН)

    2 – убихинон (кофермент Q)

    3 – пиридинзависимая дегидрогеназа (НАД+)

    4 – цитохромоксидаза

5  Энергетическая ценность короткой дыхательной цепи составляет:

    1 – 3 молекулы АТФ

    2 – 4 молекулы АТФ

    3 – 2 молекулы АТФ

    4 – 5 молекул АТФ

6  В результате нефосфорилирующего окисления в митохондриях образуется:

    1 – 3 молекулы АТФ

    2 – не образуется АТФ

    3 – энергия выделяется в виде тепловой

    4 – 2 молекулы АТФ

7. Какой из перечисленных витаминов обладает выраженным антиоксидантным действием.

    1 – вит А (ретинол)

    2 – вит. В6 9пиридоксин)

    3 – вит. Е (токоферол)

    4 – вит В2 (рибофлавин)
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