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image4.emf
Зависимость скорости ферментативной реакции 

от времени


image49.emf
Креатинкиназа



Креатинкиназа (КК) катализирует реакцию:

КРЕАТИНФОСФАТ + АДФ ↔ КРЕАТИН +АТФ

имеет В и М протомеры

. 

3 изофермента:



КК

1

ВВ – мозг



КК

2

МВ – сердце (↑ при 

инфаркте 

миокарда

)



КК

3

MМ – скелетная мускулатура (↑ при 

травмах мышц и мышечных дистрофиях)
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Креатинкиназа

Креатинкиназа (КК) катализирует реакцию:

КРЕАТИНФОСФАТ + АДФ ↔ КРЕАТИН +АТФ

имеет В и М протомеры. 	

	3 изофермента:

КК1	ВВ – мозг

КК2 	МВ – сердце (↑ при 	инфаркте миокарда)

КК3	MМ – скелетная мускулатура (↑ при травмах мышц и мышечных дистрофиях) 
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Определение активности ферментов

- при оптимальных условиях:



рН



t





полном насыщении Е субстратом.

V ферментативной  реакции 

пропорциональна [E]. 

О скорости Е реакции судят или по 

скорости убыли S или по скорости 

образования Р реакции.
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Определение активности ферментов

		- при оптимальных условиях:

рН 

t

полном насыщении Е субстратом.

 V ферментативной  реакции пропорциональна [E]. 

	О скорости Е реакции судят или по скорости убыли S или по скорости образования Р реакции.
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Единицы активности ферментов



Международная единица активности

(МЕ 

или Е или U (unit) - количество фермента, которое 

катализирует превращение 1 мкмоля вещества за 1 

мин (мкмоль/мин):

1 

мкмоль

превращенного субстрата

1 МЕ = 

—————————————

1 

мин

Количество

превращенного субстрата (мкмоль)

Активность в 

МЕ

= 

—————————————

Время (

мин)
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Единицы активности ферментов

     Международная единица активности  (МЕ или Е или U (unit) -  количество фермента, которое катализирует превращение 1 мкмоля вещества за 1 мин (мкмоль/мин):



		        1 мкмоль превращенного субстрата	

	1 МЕ = —————————————

					1 мин





			 		         Количество

				       превращенного субстрата (мкмоль)	

   Активность в МЕ = —————————————

					         Время (мин)
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image52.emf
Единицы активности ферментов



В системе единиц СИ –

катал

(кат)  -количество Е, 

которое превращает 1 моль S за 1 секунду (1 моль/с).

Количество превращенного  субстрата

п катал = 

———————————————

Время (с)



Удельная активность Е -– число единиц 

ферментативной активности на 1 мг белка 

(мкмоль/мин/мг)

Количество превращенного субстрата (мкмоль

)

Уд. ак = 

————————————————

Время (мин) 



масса белка (мг)
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Единицы активности ферментов

    В системе единиц СИ –  катал (кат)  -количество Е, которое превращает 1 моль S за 1 секунду (1 моль/с).

 

			    Количество превращенного  субстрата

	п катал = ———————————————

					Время (с)





Удельная активность Е -– число единиц ферментативной активности на 1 мг белка (мкмоль/мин/мг)



		   	Количество превращенного субстрата (мкмоль)

   Уд. ак = ————————————————

    Время (мин)  масса белка (мг)
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image53.emf
Проблемы медицинской энзимологии

3 направления

:

энзимопатология,

энзимодиагностика,

энзимотерапия.



энзимопатология

(развитие некоторых  

болезней — энзимопатий, напр.  галактоземии, 

фенилкетонурии, связано с наследственной 

недостаточностью или полным отсутствием 

синтеза даже одного Е; в основе патогенеза 

многих соматических заболеваний — нарушение 

регуляции и синтеза Е).
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 Проблемы медицинской энзимологии 

	3 направления: 

энзимопатология,

энзимодиагностика,  

энзимотерапия.

энзимопатология (развитие некоторых  болезней — энзимопатий, напр.  галактоземии, фенилкетонурии, связано с наследственной недостаточностью или полным отсутствием синтеза даже одного Е; в основе патогенеза многих соматических заболеваний — нарушение регуляции и синтеза Е).
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Зависимость скорости ферментативной реакции от времени
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Энзимодиагностика



энзимодиагностика

— 2 пути

:



диагностика заболеваний по 

активности Е в биологических 

жидкостях

, 



использование Е как 

аналитических 

реагентов

в 

клинико-диагностических 

лабораториях для измерения 

концентрации глюкозы, ТАГ, ХС, 

мочевины в крови.
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Энзимодиагностика

энзимодиагностика — 2 пути :

диагностика заболеваний по активности Е в биологических жидкостях, 

использование Е как аналитических реагентов в клинико-диагностических лабораториях для измерения концентрации глюкозы, ТАГ, ХС, мочевины в крови.
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Диагностика заболеваний по активности Е в 

биологических жидкостях

В её основе –

1. наличие органоспецифических Е;

2. активность органоспецифических Е в крови 

или моче в норме отсутствует или очень низка;

3. при повреждении клеток соответствующего 

органа активность Е в крови или моче резко 

повышается. Причины: 



нарушение проницаемости мембран клеток 

(воспалительный процесс) 



нарушение целостности клетки (при некрозе).

Появление в плазме Е, имеющих ЦП 

локализацию – при воспалительном процессе, 

при глубоких повреждениях (некрозе) — МТХ 

или ядерные белки.


______Microsoft_PowerPoint54.sldx
Диагностика заболеваний по активности Е в биологических жидкостях

	В её основе –

	1. наличие органоспецифических Е;

	2. активность органоспецифических Е в крови или моче в норме отсутствует или очень низка;

	3. при повреждении клеток соответствующего органа активность Е в крови или моче резко повышается. Причины: 

нарушение проницаемости мембран клеток (воспалительный процесс) 

 нарушение целостности клетки (при некрозе).

	Появление в плазме Е, имеющих ЦП локализацию – при воспалительном процессе, при глубоких повреждениях (некрозе) — МТХ или ядерные белки.
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image56.emf
Ферменты крови Энзимодиагностика



ферменты  секреторные (ферменты свёртывающей 

системы крови; ХЭ),



экскреторные (ЛАП,  ЩФ  и др.)



индикаторные = органоспецифические (ЛДГ, АсАТ, АлАТ 

и  др.)

Изоферменты-олигомеры, генетически детерминированные 

различия п/п цепей

Изоформы ферментов или изоферментов

результат посттрансляционной модификации
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Ферменты крови Энзимодиагностика

ферменты  секреторные  (ферменты свёртывающей системы крови; ХЭ),

 экскреторные  (ЛАП,  ЩФ  и др.)

 индикаторные = органоспецифические  (ЛДГ, АсАТ, АлАТ и  др.)

Изоферменты-олигомеры, генетически детерминированные различия п/п цепей

Изоформы ферментов или изоферментов

  результат посттрансляционной модификации
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image57.emf
Диагностическое значение ферментов

Ферменты Примеры использования

Лактатдегидрогеназа

(изофермент ЛДГ-1)

Инфаркт миокарда

Аспартат-

аминотрансфераза (ACT)

Инфаркт миокарда

Аланин-

аминотрансфераза (АЛТ)

Заболевания печени (например, 

инфекционный гепатит), инфаркт 

миокарда

КК (изофермент ММ —

мышечный тип 

изофермент MB — сердечный 

тип)

Прогрессирующая дистрофия

Инфаркт миокарда

Кислая фосфатаза (КФ) Рак предстательной железы

α-Амилаза Заболевания поджелудочной железы


______Microsoft_PowerPoint56.sldx
Диагностическое значение ферментов

		Ферменты		Примеры использования

		Лактатдегидрогеназа
 (изофермент ЛДГ-1)		Инфаркт миокарда

		Аспартат-
аминотрансфераза (ACT)		Инфаркт миокарда

		Аланин-
аминотрансфераза (АЛТ)		Заболевания печени (например, инфекционный гепатит), инфаркт миокарда

		КК (изофермент ММ — мышечный тип 
изофермент MB — сердечный тип)		Прогрессирующая дистрофия

Инфаркт миокарда

		Кислая фосфатаза (КФ)		Рак предстательной железы

		α-Амилаза		Заболевания поджелудочной железы


















image58.emf
Использование ферментов как аналитических реагентов

в клинико-

диагностических лабораториях для измерения концентрации глюкозы, ТАГ, ХС, 

мочевины в крови.

Глюкозооксидаза Определение концентрации 

глюкозы в крови

Холестеролоксидаза Определение холестерина в 

крови

Липаза Определение 

триацилглицеринов в 

крови

Уреаза Определение мочевины в 

крови


______Microsoft_PowerPoint57.sldx
Использование ферментов как аналитических реагентов в клинико-диагностических лабораториях для измерения концентрации глюкозы, ТАГ, ХС, мочевины в крови.


				Глюкозооксидаза		Определение концентрации глюкозы в крови

				Холестеролоксидаза		Определение холестерина в крови


				Липаза		Определение триацилглицеринов в крови


				Уреаза		Определение мочевины в крови
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image59.emf
Энзимотерапия



Энзимотерапия -

использование ферментов и 

модуляторов (активаторов и 

ингибиторов Е)

в качестве 

лекарственных средств

.


______Microsoft_PowerPoint58.sldx
Энзимотерапия

Энзимотерапия - использование ферментов и модуляторов (активаторов и ингибиторов Е) в качестве лекарственных средств.
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Ферменты как лекарственные препараты

Пепсин Нарушение переваривания белков в желудке, 

нарушение синтеза или секреции пепсина

Трипсин, химотрипсин Лечение гнойных ран

Стрептокиназа, урокиназа Предотвращение тромбообразования при 

пересадке органов и других операциях

Гиалуронидаза Рассасывание рубцов

Аспарагиназа Лечение некоторых злокачественных 

образований

Нуклеазы (ДНКаза) Вирусный конъюнктивит, ринит, гнойный 

бронхит

Уреаза Удаление мочевины из организма в 

аппаратах «искусственная почка»
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				Пепсин		Нарушение переваривания белков в желудке, нарушение синтеза или секреции пепсина

				Трипсин, химотрипсин		Лечение гнойных ран

				Стрептокиназа, урокиназа		Предотвращение тромбообразования при пересадке органов и других операциях

				Гиалуронидаза		Рассасывание рубцов

				Аспарагиназа		Лечение некоторых злокачественных образований

				Нуклеазы (ДНКаза)		Вирусный конъюнктивит, ринит, гнойный бронхит

				Уреаза		Удаление мочевины из организма в аппаратах «искусственная почка»
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Ферменты как диагностические 

реагенты



Description.

Many purified enzymes are 

now commercially available for use in the 

determination of components in blood and 

tissues. Such enzymatic assays are usually 

more specific, more sensitive, and faster 

than chemical determinations.



Clinical use. 

Examples of clinically 

relevant compounds that can be 

determined enzymatically include glucose, 

urea, ethanol, and triglycerides.
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Description. Many purified enzymes are now commercially available for use in the determination of components in blood and tissues. Such enzymatic assays are usually more specific, more sensitive, and faster than chemical determinations.

Clinical use. Examples of clinically relevant compounds that can be determined enzymatically include glucose, urea, ethanol, and triglycerides.
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Использование ферментов как 

диагностических реагентов

Glucose

oxydase

Determination of serum glucose level

Cholesterol

oxydase

Determination of serum cholesterol level

Lipase Determination of triacylglycerol level

Urease Determination of serum urea level
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		Glucose oxydase		Determination of serum glucose level 

		Cholesterol oxydase		Determination of serum cholesterol level

		Lipase		Determination of triacylglycerol level 

		Urease		Determination of serum urea level
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Иммобилизованные ферменты



Фермент, ковалентно пришитый 

к любому органическому или 

неорганическому полимерному 

носителю – иммобилизованный. 

Иммобилизация Е обеспечивает 

высокую специфичность их 

действия, повышение 

стабильности

. Иммобилизованные Е 

используются в промышленности

(в 

том числе фармацевтической.
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ферментативной
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Зависимость скорости 

ферментативной

реакции от 

температуры
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Tag -полимераза



Выделена из 

микроорганизмов, живущих в 

горячих источниках, не 

инактивируется до 95˚, 

используется для 

молекулярной диагностики 

заболеваний с 

использованием ПЦР

.
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Зависимость V реакции от рН среды
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Зависимость V реакции от рН среды
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Влияние рН на активность Е
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Оптимум рН папаина  6,2
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Model of papain active site



Papain's activity depends on two 

ionizable residues, histidine (His-

159) and cysteine (Cys-25), in the 

active site. (a) The ribbon model of 

papain is shown with the active site 

His-159 and Cys-25 in spacefill. 

The imadizole nitrogen atoms are 

blue and the sulfur atom is yellow. 

(b) These two active site residues 

(ball-and-stick models) are 

attached to the protein backbone 

(purple), which has been rotated 

from its position in the previous 

figure. (c) Of the three possible 

ionic forms of residues in the active 

site of papain, only the upper 

tautomer in the middle pair is 

active. [PDB 1EFF]



The Cys-25 residue is much more 

acidic than free cysteine, forming 

the required S- ion at even low pH.
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Model of papain active site



Papain's activity depends on two ionizable residues, histidine (His-159) and cysteine (Cys-25), in the active site. (a) The ribbon model of papain is shown with the active site His-159 and Cys-25 in spacefill. The imadizole nitrogen atoms are blue and the sulfur atom is yellow. (b) These two active site residues (ball-and-stick models) are attached to the protein backbone (purple), which has been rotated from its position in the previous figure. (c) Of the three possible ionic forms of residues in the active site of papain, only the upper tautomer in the middle pair is active. [PDB 1EFF]	

The Cys-25 residue is much more acidic than free cysteine, forming the required S- ion at even low pH.
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Зависимость V реакции от [E]

V = K [E]
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Влияние концентрации S на V
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Влияние концентрации S на V

Кривая зависимости V  ферментативной реакции  от  [S]  - гипербола.
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Кривая зависимости V  ферментативной реакции  от  [S]  - гипербола.
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Леонор Mихаэлис (1875-1949) и Мауд Meнтен

(1879-1960)  пионеры в кинетике ферментов

.

PEESSE321kkk


______Microsoft_PowerPoint16.sldx
 Леонор Mихаэлис (1875-1949) и Мауд Meнтен (1879-1960)  пионеры в кинетике ферментов.













image1.png







image2.emf

P E ES S E


3 2


1


k k


k


   











image18.emf
Константа Михаэлиса (Кm) 



К

m

- численно равна концентрации 

субстрата [S], при которой скорость 

равна половине максимальной

(1/2 Vmax).

V

max

и К

m

— кинетические 

характеристики эффективности Е. 

Vmax позволяет оценить 

эффективность действия Е, 

определяет максимальную 

возможность образования Р при 

данной [E] и в условиях избытка S.
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Константа Михаэлиса (Кm) 

 Кm  - численно равна концентрации субстрата [S], при которой скорость равна половине максимальной

	 (1/2 Vmax).

	Vmax   и Кm —  кинетические характеристики эффективности Е. Vmax позволяет оценить эффективность действия Е, определяет максимальную возможность образования Р при данной [E] и в условиях избытка S.
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V

max

и К

m



Физический смысл Кm, — сродство Е к S. 

Чем ↓ Кm, тем ↑ сродство Е к данному S, 

тем > начальная скорость реакции и 

наоборот

.



Пример: в печени 2 Е, фосфорилирующие

глюкозу — глюкокиназа (Кm =10 ммоль/л) 

и гексокиназа (К

m

< 0,1ммоль/л). 

Глюкокиназа, имеющая ↑ Кm и ↓ сродство 

к S (глюкозе) активна при ↑ [глю] в крови, 

т.е. в абсорбтивный период (период

пищеварения), а гексокиназа, имеющая ↓

Кm и ↑ сродство к S активна при низкой 

[глю] в крови, т.е. в постабсорбтивный

период 

(промежуток между приемами пищи

)

.
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Vmax   и Кm

Физический смысл Кm, — сродство Е к S. Чем ↓ Кm, тем ↑ сродство Е к данному S, тем > начальная скорость реакции и наоборот.

 Пример: в печени 2 Е, фосфорилирующие глюкозу — глюкокиназа (Кm =10 ммоль/л) и гексокиназа (Кm < 0,1ммоль/л). Глюкокиназа, имеющая ↑ Кm и ↓ сродство к S (глюкозе) активна при ↑ [глю] в крови, т.е. в абсорбтивный период (период пищеварения), а гексокиназа, имеющая ↓ Кm и ↑ сродство к S активна при низкой [глю] в крови, т.е. в постабсорбтивный период (промежуток между приемами пищи).











g K
" Brawistand cusicn Km, — cponcrao E k.
e Kim. Tew " cponcTh E % aowy S.
Tacsoper pocts pestit
Nipuwep: 8 nesenn 2 €, Gocpopunmpyioune
iokaay — rmiokownwasa (K =10 wonsin)
W rokcOAHAA (K < O, T,
Fiokoxwasa, wisrouas K | cpoacTao
S (imnose) axrwona npw 1 o] 6 oww,
T 0 36copTHONLIA NepHOR (nepHoR
e BapeRHs) @ reRcoRHaa, MUCIOU |
Km w1 GpoRETO K S axTHoHa ipw koM
[l 0 ¥poow. . o nocrabeopSTHOHOIH
NepHOR (powayToe onay rpWewa






image20.emf
Уравнение Михаэлиса-Ментен
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Влияние [S] на V у аллостерических ферментов

У аллостерических Е 

график зависимости 

V от [S] — не 

гипербола, а S-

образная кривая 

(связывание одной 

молекулы S в одном 

каталитическом 

центре ↑ связывание 

S c другим центром –

положительный 

кооперативный 

эффект).
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Влияние [S] на V у аллостерических ферментов



	У аллостерических Е график зависимости V от [S] — не гипербола, а S-образная кривая (связывание одной молекулы S в одном каталитическом центре ↑ связывание S c другим центром – положительный кооперативный эффект).
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Уравнение и график Лайнуивера-Бэрка
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K

m

and physiological substrate 

concentration

Субстратное 

регулирование скорости 

метаболических процессов
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Km and physiological substrate concentration



Субстратное регулирование скорости метаболических процессов
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Кинетика ферментатитивных реакций
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Ингибиторы (I) – вещества, снижающие активность ферментов



Ингибирование - обратимое и необратимое.



Обратимые I нековалентно связываются с Е и могут отделяться от Е.



Реакция в общем виде: 

Е + I ↔ ЕI



Константа ингибирования:

[

E

] [

I

]

К

i

=

————

[

EI

]



Необратимые (специфически связывают 

определенные функционально важные группы АкЦ

, образуя прочные ковалентные связи с ферментом, 

необратимо изменяя нативную конформацию Е). 

Необратимые I - ионы тяжелых металлов (Hg

2+

, Ag

+

, 

As

3+

и др) в малых концентрациях блокируют SH

группы АкЦ, а в больших – денатурация белка, 

инактивация Е

.



Обратимое ингибирование - конкурентное и неконкурентное

] [

] ][ [

EI

I E
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Ингибиторы (I) – вещества, снижающие активность ферментов

Ингибирование - обратимое и необратимое.

Обратимые I нековалентно связываются с Е и могут отделяться от Е.

Реакция в общем виде: Е + I ↔ ЕI

 Константа ингибирования:	  [E] [I]

				Кi =	 ————

				   	 [EI] 

Необратимые (специфически связывают определенные функционально важные группы АкЦ , образуя прочные ковалентные связи с ферментом, необратимо изменяя нативную конформацию Е). Необратимые I - ионы тяжелых металлов (Hg2+, Ag+, As3+  и др) в малых концентрациях блокируют SH группы АкЦ, а в больших – денатурация белка, инактивация Е.

Обратимое ингибирование -  конкурентное и неконкурентное
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S: substrate

E: enzyme

P: product

n: velocity

Vmax: maximum velocity

Km: Michaelis constant
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S: substrate

E: enzyme

CI: competitive inhibitor

I: inhibitor

P: product

n: velocity

Vmax: maximum velocity

Km: Michaelis constant

Kmapp: apparent Michaelis constant
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Особенности конкурентного

ингибирования

:



I конкурирует с S за связывание в S-

связывающем участке АкЦ;



I является структурным аналогом S и 

комплементарен ему;



При ↑ [S] действие I может быть снято;



Конкурентный I ↑ К

m

(↓ сродство к Е), т.к. 

вследствии конкуренции I и S за один и тот же 

центр для  1/2  насыщения требуется большее 

количество S, однако, когда система достигает 

насыщения, V

макс

, не изменяется.



Пример: малонат – конкурентный I СДГ.
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Особенности конкурентного ингибирования: 

I конкурирует с S за связывание в S-связывающем участке АкЦ;

I является структурным аналогом S и комплементарен ему;

При ↑ [S] действие I может быть снято;

Конкурентный I ↑ Кm (↓ сродство к Е), т.к. вследствии конкуренции I и S за один и тот же центр для  1/2  насыщения требуется большее количество S, однако, когда система достигает насыщения, Vмакс, не изменяется.

Пример: малонат – конкурентный I СДГ.
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Пример конкурентного ингибирования
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Пример конкурентного ингибирования
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Кинетика ферментативных реакций -



-

раздел химической кинетики, изучающий 

зависимость V ферментативной реакции 

от:



t



;



рН среды;



[Е];



[S];



действия активаторов и ингибиторов и 

др. факторов.
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Ингибиторы
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Ингибиторы
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Неконкурентное ингибирование



I

не имеет структурного сходства с S;



I связывается не с АкЦ Е;



↑ [S] не уменьшает действие I;



I ↓ Vмакс (I изменяет конформацию Е так, 

что нарушается взаимодействие Е с S) и не 

влияет на Км (не влияет на сродство Е к S).



Важные неконкурентные I — метаболиты, 

связывающиеся в АлЦ Е и участвующие 

в аллостерической регуляции 

метаболизма.
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Неконкурентное ингибирование 

I не имеет структурного сходства с S;

I связывается не с АкЦ Е;

↑ [S] не уменьшает действие I;

I ↓ Vмакс (I изменяет конформацию Е так, что нарушается взаимодействие Е с S) и не влияет на Км (не влияет на сродство Е к S).

Важные неконкурентные I — метаболиты, связывающиеся в АлЦ Е и участвующие в аллостерической регуляции метаболизма.
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S: substrate

E: enzyme

UCI: uncompetitive inhibitor

I: inhibitor

P: product

n: velocity

Vmax: maximum velocity

Km: Michaelis constant

Kmapp: apparent Michaelis constant

Vmaxapp: apparent maximum velocity
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Бесконкурентное и смешанное 

ингибирование

Бесконкурентное ингибирование — по схеме:

Е + S ↔ ЕS + I ↔ ЕSI

↓

Е  +  Р



I связывается с Е также не в каталитическом 

центре, однако не со свободным Е, а с 

комплексом ЕS, т.е. центр, связывающий I, 

становится доступным для I только после того, 

как свяжется S. Значения  V и Кm при этом 

уменьшаются в одинаковой степени.



Смешанное (частично неконкурентное) 

ингибирование, ↓ Vmax сочетается с изменением 

Кm (I модифицирует как связывание S, так и 

уменьшает Vmax).
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Бесконкурентное и смешанное ингибирование

	Бесконкурентное ингибирование — по схеме:

	Е + S ↔ ЕS + I ↔ ЕSI 

	↓

	Е  +  Р

I связывается с Е также не в каталитическом центре, однако не со свободным Е, а с комплексом ЕS, т.е. центр, связывающий I, становится доступным для I только после того, как свяжется S. Значения  V и Кm при этом уменьшаются в одинаковой степени.

Смешанное (частично неконкурентное) ингибирование, ↓ Vmax сочетается с изменением Кm (I модифицирует как связывание S, так и уменьшает Vmax).
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S: substrate

E: enzyme

NCI: noncompetitive inhibitor

I: inhibitor

P: product

n: velocity

Vmax: maximum velocity

Km: Michaelis constant

Vmaxapp: apparent maximum velocity
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Кинетика ферментативных реакций -

- раздел химической кинетики, изучающий зависимость V ферментативной реакции от:

t;

рН среды;

 [Е];

 [S];

действия активаторов и ингибиторов и др. факторов.
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Влияние

конкурентного, неконкурентного и бесконкурентного ингибиторов 

на кинетику ферментативной реакции

L

ineweaver-Burk plots showing the effects of uncompetitive, 

competitive, and noncompetitive inhibitors on the kinetics of 

enzyme-catalyzed reactions.

uninhibited

competitive

noncompetitive 

uncompetitive

1/s

1/v
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Влияние конкурентного, неконкурентного и бесконкурентного ингибиторов на кинетику ферментативной реакции
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Lineweaver-Burk plots showing the effects of uncompetitive, competitive, and noncompetitive inhibitors on the kinetics of enzyme-catalyzed reactions.
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Lineweaver-Burk plots showing the effects of uncompetitive, competitive, and noncompetitive inhibitors on the kinetics of enzyme-catalyzed reactions.
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Необратимые конкурентные 

ингибиторы необратимо связваются в 

активном центре фермента.

Этот тип ингибирования не 

подчиняется кинетике Михаелиса-

Ментона
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Необратимые конкурентные ингибиторы необратимо связваются в активном центре фермента.

Этот тип ингибирования не подчиняется кинетике Михаелиса-Ментона
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1. Аффинная метка



Аналог субстрата имеет 

высокореакционную группу, 

отсутствующую в нативном субстрате



Активный центр блокируется в 

результате образования ковалентной 

связи


______Microsoft_PowerPoint36.sldx
1. Аффинная метка

Аналог субстрата имеет высокореакционную группу, отсутствующую в нативном субстрате

Активный центр блокируется в результате образования ковалентной связи
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= AKTUBHLI UeHTp BROKHpYeTES B
pesynLTaTe 06pa3oBaMMA KoBANGHTHOH
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2. Суицидное ингибирование



Аналог субстрата 

трансформируется как результат 

ферментативной активности, 



однако продукт превращения 

субстрата не диссоциирует из 

активного центра, из-за 

образования прочных связей
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2. Суицидное ингибирование



Аналог субстрата трансформируется как результат ферментативной активности, 



однако продукт превращения субстрата не диссоциирует из активного центра, из-за образования прочных связей











2. Cymumarioe WHrHGHpOBaHHE
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

V ферментативной реакции 

определяют по убыли S  или 

нарастанию P за единицу времени.
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3. Transition-state analogs



Definition.

These are substrate analogs 

whose structures closely resemble the 

transition state of the natural substrate.



Action.

Transition-state analogs do not 

covalently modify the enzyme but bind the 

active site so tightly that they irreversibly 

inactivate it.
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3. Transition-state analogs

Definition. These are substrate analogs whose structures closely resemble the transition state of the natural substrate.

Action. Transition-state analogs do not covalently modify the enzyme but bind the active site so tightly that they irreversibly inactivate it. 











3. Transition-state analogs

= Definition. These are substrate analogs
whose siructures closely resemble the
iransiton siate of the natural substate

= Action, Transition-stae anslogs do not
covalently modiy the enzyme but bind the:
acive sie so tightl thatthey ineversibly
inactvae i





image40.emf
Значение изучения и использования в медицине ингибиторов



I дают информацию о строении АкЦ Е, о составе его 

функциональных групп и природе химических связей;



применяются при изучении изоферментов, 

отличающихся различной чувствительностью к I;



в основе действия некоторых токсинов и ядов –

ингибирование Е (HCN – цитохромы, ФОС –

холинэстеразу);



многие лекарства – конкурентные I Е (аллопуринол –

I ксантиноксидазы, дикумарол – I γ-

глутамилкарбоксилазы, аспирин – ЦОГ, 

сульфаниламиды – структурные аналоги ПАБК –

конкурентные I Е, необходимого у микроорганизмов 

для синтеза фолиевой кислоты (ФК), прозерин – I

холинэстеразы и др);



I могут быть аналоги коферментов (аналог витамина 

ФК аминоптерин - антивитамин –лечебный 

препарат). 



Активаторы Е (HCl - пепсин желудочного сока, 

желчные кислоты – панкреатическую липазу).
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Значение изучения и использования в медицине ингибиторов

I дают информацию о строении АкЦ Е, о составе его функциональных групп и природе химических связей;

применяются при изучении изоферментов, отличающихся различной чувствительностью к I;

в основе действия некоторых токсинов и ядов – ингибирование Е (HCN – цитохромы, ФОС – холинэстеразу);

многие лекарства – конкурентные I Е (аллопуринол – I ксантиноксидазы, дикумарол – I γ-глутамилкарбоксилазы,  аспирин – ЦОГ, сульфаниламиды – структурные аналоги ПАБК – конкурентные I Е, необходимого у микроорганизмов для синтеза фолиевой кислоты (ФК), прозерин – I холинэстеразы и др);

I могут быть аналоги коферментов (аналог витамина ФК аминоптерин - антивитамин –лечебный препарат). 

Активаторы Е (HCl  -  пепсин желудочного сока, желчные кислоты – панкреатическую липазу).
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Examples of Enzyme Inhibitors with Therapeutic 

Applications

Inhibitor Target Enzyme Effect or Application

Allopurinol Xanthine oxidase Treatment of gout

Aspirin Cyclooxygenase Antiinflammatory agent

5-Fluorouracil Thymidylate 

synthetase

Antineoplastic agent

Lovastatin HMG-CoA 

reductase

Cholesterol-lowering 

agent

Pargyline  Monoamine 

oxidase 

Antihypertensive agent 

Penicillin Transpeptidase Antibacterial agent

HMG-CoA = 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A.
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Examples of Enzyme Inhibitors with Therapeutic Applications 

		Inhibitor		Target Enzyme		Effect or Application

		Allopurinol		Xanthine oxidase		Treatment of gout

		Aspirin		Cyclooxygenase		Antiinflammatory agent

		5-Fluorouracil		Thymidylate synthetase		Antineoplastic agent

		Lovastatin		HMG-CoA reductase		Cholesterol-lowering agent

		Pargyline 		Monoamine oxidase 		Antihypertensive agent 

		Penicillin		Transpeptidase		Antibacterial agent



HMG-CoA = 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A. 
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Мультимолекулярные (мультиэнзимные) ферментные системы



ассоциация Е и коферментов в единый 

комплекс, имеет в составе разные Е, 

катализирующие последовательные 

превращения какого-либо S. Особенности: 



прочность ассоциации Е; 



промежуточные продукты передаются от 

одного АкЦ к другому, что делает работу 

мультиэнзимного комплекса эффективным.



Примеры: ПДГ и α-

кетоглутаратдегидрогеназный комплексы 

(окислительное.декарбоксилирование ПВК и 

α-кетоглутарата), а также синтетаза  ВЖК. 
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Мультимолекулярные (мультиэнзимные) ферментные системы

 ассоциация Е и коферментов в единый комплекс, имеет в составе разные Е, катализирующие последовательные превращения какого-либо S. Особенности: 

прочность ассоциации Е; 

промежуточные продукты передаются от одного АкЦ к другому, что делает работу мультиэнзимного комплекса эффективным.

 Примеры: ПДГ и α- кетоглутаратдегидрогеназный комплексы (окислительное.декарбоксилирование ПВК и α-кетоглутарата), а также синтетаза  ВЖК. 
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image43.emf
Субклеточная локализация ферментов

Е расположены в различных органеллах 

соответственно их функции. 

Различные отсеки 

(компартменты) клетки различаются по 

набору Е и метаболизму –

компартментализация метаболизма

.



в цитозоле

(растворимая фракция) – Е 

гликолиза, пентозофосфатного пути распада 

глюкозы, активации АК, синтеза и распада 

гликогена, синтаза ВЖК и др;



в 

митохондриях (МТХ)

– обменные процессы, 

обеспечивающие клетку энергией, т.е. ферменты 

ЦТК, окислительного фосфорилирования, 

окисления ЖК, ГДГ, синтетаза δ- АЛК и др;
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Субклеточная локализация ферментов

		Е расположены в различных органеллах соответственно их функции. Различные отсеки (компартменты) клетки различаются по набору Е и метаболизму – компартментализация метаболизма.

в цитозоле (растворимая фракция) – Е гликолиза, пентозофосфатного пути распада глюкозы, активации АК, синтеза и распада гликогена, синтаза ВЖК и др;

в митохондриях (МТХ) – обменные процессы, обеспечивающие клетку энергией, т.е. ферменты ЦТК, окислительного фосфорилирования, окисления ЖК, ГДГ, синтетаза δ- АЛК и др;
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V ферментативной реакции определяют по убыли S  или нарастанию P за единицу времени.
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Субклеточная локализация ферментов



Лизосомы

участвуют в процессах 

внутриклеточного переваривания, содержат 30 

Е – в основном гидролазы: РНК-азу, эстеразы, 

протеазы. Лизосомальные Е участвуют в 

воспалительных процессах, повреждениях 

клеток и некоторых наследственных 

заболеваниях метаболизма;



микросомальная фракция

включает рибосомы и 

эндоплазматический ретикулум, содержит Е синтеза 

белков, холинэстеразу, церулоплазмин, глюкозо-6-

фосфатазу, γ-глутамилтрансферазу и др;



ядро

– 40 ферментов, в том числе репликативный

комплекс, РНК – полимеразу и др;



клеточная (плазматическая) мембрана

–

ферменты транспорта веществ – транслоказы, 

аденилатциклаза (АЦ), γ - глутамилтрансфераза и др.
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Субклеточная локализация ферментов

Лизосомы участвуют в процессах внутриклеточного переваривания, содержат 30 Е – в основном гидролазы: РНК-азу, эстеразы, протеазы. Лизосомальные Е участвуют в воспалительных процессах, повреждениях клеток и некоторых наследственных заболеваниях метаболизма;

микросомальная фракция включает рибосомы и эндоплазматический ретикулум, содержит Е синтеза белков, холинэстеразу, церулоплазмин, глюкозо-6-фосфатазу, γ-глутамилтрансферазу и др;

ядро – 40 ферментов, в том числе репликативный комплекс, РНК – полимеразу и др;

клеточная (плазматическая) мембрана – ферменты транспорта веществ – транслоказы, аденилатциклаза (АЦ), γ - глутамилтрансфераза и др.
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Органоспецифические ферменты

Е, которые - только в одном-двух органах:



фруктозо 1-фосфатальдолаза, 

орнитинкарбамоилтрансфераза и уроканиназа 

– в печени; 



гистидаза – в печени и эпидермисе;



трансамидиназа – в почках и поджелудочной 

железе;



креатинкиназа – в сердечной и скелетной 

мышцах;



кислая фосфатаза – в предстательной железе, 

малоактивна в др. органах и т.д

. 
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Органоспецифические ферменты

 	Е, которые - только в одном-двух органах:

фруктозо 1-фосфатальдолаза, орнитинкарбамоилтрансфераза и уроканиназа – в печени; 

гистидаза – в печени и эпидермисе;

трансамидиназа – в почках и поджелудочной железе;

креатинкиназа – в сердечной и скелетной мышцах;

кислая фосфатаза – в предстательной железе, малоактивна в др. органах и т.д. 
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Изоферменты 



изоферменты -

белки, катализирующие  одну 

и ту же реакцию, но различающиеся по 

первичной структуре, физико-химическим 

свойствам (молекулярной массой, сродству к 

S, Vмакс, Кm, ЭФ подвижностью, оптимуму 

рН и t, регуляторными свойствами), 

локализацией в клетке и органах.



изоферменты – продукты экспрессии разных 

генов, т.е. различия между Е обусловлены 

генетически, а не вызваны 

посттрансляционными модификациями

.
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 Изоферменты 

изоферменты - белки, катализирующие  одну и ту же реакцию, но различающиеся по первичной структуре, физико-химическим свойствам (молекулярной массой, сродству к S, Vмакс, Кm, ЭФ подвижностью, оптимуму рН и t, регуляторными свойствами), локализацией в клетке и органах.

изоферменты – продукты экспрессии разных генов, т.е. различия между Е обусловлены генетически, а не вызваны посттрансляционными модификациями.
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ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА



ПИРУВАТ +НАДН

2

↔ ЛАКТАТ + НАД+



лдг -

тетрамер из 

Н и М

субъединиц, 

имеет 

5

изоферментов.



ЛДГ-1 НННН при ЭФ - с 

наибольшей скоростью к +

(↑ при остром инфаркте  миокарда)



ЛДГ- 2 НННМ



ЛДГ- 3 ННММ



ЛДГ- 4 НМММ 



ЛДГ - 5  ММММ (↑ при заболеваниях печени)
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ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА

ПИРУВАТ +НАДН2 ↔ ЛАКТАТ + НАД+  

 лдг -тетрамер из Н и М субъединиц, имеет 5 изоферментов.

 ЛДГ-1		НННН	при ЭФ - с наибольшей скоростью к +

(↑ при остром инфаркте  миокарда)

ЛДГ- 2		НННМ

ЛДГ- 3		ННММ

ЛДГ- 4		НМММ 

ЛДГ - 5 	ММММ (↑ при заболеваниях печени)
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Лактатдегидрогеназа
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Лактатдегидрогеназа

		Lactate Dehydrogenase Isozyme		Subunits

		l1 ( under myocardial infarction)		HHHH

		l2		HHHM

		l3		HHMM

		l4		HMMM

		l5		MMMM













JaKTRTACTIAPOTenaza

Lactate Subunits.
Dehydrogenase
Isozyme

(1 e o s HHHH

o HHHM
b HHM
0 Hun





