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Кафедра біохімії і фармакології

Передмова

Обмін речовин, який безперервно відбувається в нашому організмі, є основою життєдіяльності живих організмів. Саме він забезпечує речовинами та енергією клітини, відтак можливі їх ріст, розвиток, взагалі існування. Довгий час вважалося, що всі речовини, які є в організмі, поділяються на дві групи. Одні необхідні як структурний матеріал, і тому вони незмінні, інші, що забезпечують енергією, постійно змінюються. Зі введенням мічених атомів у біологічні дослідження було доведено, що всі речовини - це динамічні структури, які підлягають розщепленню і знову синтезуються. Так, наприклад, за 80 днів оновлюється приблизно 50% усіх білків організму людини. В нашому організмі обмін речовин пов’язаний з обміном енергії. Існування цих процесів окремо взагалі неможливе. 

У цілому обмінні процеси забезпечують життєдіяльність організму людини на всіх рівнях. Будь-яке порушення перебігу реакцій призводить до зміни фізіологічного стану, що може мати серйозні клінічні наслідки. 


Розділ курсу лекцій «Загальні закономірності метаболіз-му. Молекулярні основи біоенергетики» висвітлює саме питан-ня, які необхідно вважати базовими для розуміння різних видів обміну в організмі. В цьому розділі надані загальна інформація про обмін речовин, визначення основних термінів та понять, розглянуті питання такого важливого розділу біохімії, як біоенергетика, наведені приклади можливих порушень процесів продукції енергії в клітині, надані пояснення щодо роботи антиоксидантної системи організму.

Автори вважають, що курс лекцій з розділу «Загальні закономірності метаболізму. Молекулярні основи біоенерге-тики» буде корисним для майбутніх лікарів під час вивчення біологічної хімії.

Haurit aquam cribro, qui discere vult sine libro 

Той, хто хоче навчатися без книги, черпає воду решетом

1. Загальні закономірності метаболізму
В організмі відбувається безліч хімічних реакцій, які спрямовані на продукування енергії, синтез необхідних для нормальної життєдіяльності речовин, зберігання та реалізацію генетичної інформації, відновлення клітинних структур, взаємозв’язок із навколишнім середовищем, адаптацію до змін внутрішніх та зовнішніх чинників, тощо. 
Існує термін, який досить часто ми використовуємо у повсякденному житті, – «обмін речовин», науковий синонім якого «метаболізм» (metabol – від грец. перетворення). Ці терміни використовують саме для характеристики тих реакцій, які відбуваються в живому організмі. Спрощене визначення цього поняття таке:
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Використання терміна «метаболізм» може бути в більш розширеному контексті й означати сукупність усіх реакцій від моменту надходження поживних речовин до утворення та виведення кінцевих продуктів обміну. В цьому разі метаболізм передбачає такі послідовні стадії:

1) надходження білків, ліпідів, вуглеводів, неорганічних речовин з продуктами харчування;

2) перетравлювання органічних речовин до більш простих та їх усмоктування в ШКТ;

3) транспорт сполук кров’ю від ШКТ до клітин організму;

4) біохімічні перетворення в клітинах різних органів та систем, у тому числі з утворенням кінцевих продуктів;
5) екскреція кінцевих продуктів обміну (СО2, NH3, сечовини, сечової кислоти, кон’югатів тощо).

Проте найчастіше під цим поняттям розуміють проміжний обмін (внутрішньоклітинний), що відбувається безпосередньо в клітинах, тобто сукупність усіх хімічних пере-творень клітин організму. Так, наприклад, виділяють метаболізм білків, метаболізм вуглеводів, метаболізм нуклеотидів тощо. 
Зазначене трактування терміна «обмін речовин» досить умовне. В біохімії людини розглядають як хімічні перетворення, пов’язані з перетравлюванням та всмоктуванням окремих нутрі-єнтів, так і специфічні реакції, що відбуваються безпосередньо в клітинах.

Розгляд будь-якого питання пов'язаний з використанням набору термінів, не винятком є і питання особливостей обміну речовин. Зазвичай використовують такі терміни:
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Метаболічні шляхи можуть мати послідовний характер і становити лінійний ланцюг реакцій від субстрату до кінцевого продукту. В організмі також існують циклічні процеси (цикли), в яких початковий субстрат метаболічного шляху в результаті ланцюга реакцій відновлюється і знову бере участь у перетвореннях, тобто процес має замкнений характер. 

Метаболічні шляхи поділяють не лише за видом послідовності реакцій у них, але й за біологічним значенням для життєдіяльності  організму. 
Виділяють:
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До головних метаболічних шляхів, наприклад, належать синтез ДНК, РНК, білків, цикл Кребсу, синтез жирних кислот, тощо. До специфічних метаболічних шляхів потрібно віднести метаболізм глюкуронової кислоти, сорбітолу, карнозину, анзерину тощо.

У клітинах організму відбуваються синтез і розпад сполук, тобто процеси, які мають взаємопротилежні напрям і кінцевий результат. Тому в метаболізмі виділяють:


[image: image2]
Відповідно всі метаболічні шляхи в організмі поділяють на:
1) анаболічні – біохімічні перетворення, які спрямовані на синтез білків, ліпідів, вуглеводів тощо.
2) катаболічні – біохімічні перетворення, які містять реакції розщеплення сполук (гідроліз, окиснення, тощо).

Крім того, існують амфіболічні шляхи, які поєднують процеси катаболізму та анаболізму:


[image: image3]

Виходячи з визначення, катаболічний шлях може бути амфіболічним (тобто виконувати амфіболічну функцію) в разі, якщо його проміжні метаболіти вилучаються або використо-вуються для синтезу інших молекул. Схематично цей  процес має такий вигляд (літерами позначені умовні метаболіти):
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У даному випадку катаболічний процес А→В→С→D є амфіболічним, тому що проміжний продукт В використовується для синтезу сполуки G.

Амфіболічні шляхи надають метаболізму певної гнучкості, що дозволяє здійснювати більш точну регуляцію процесів. Крім того, гіпотетичне існування виключно процесів анаболізму та катаболізму, які мають протилежний напрям реакцій, створювало б цикли (футильні цикли), які б не мали ніякого метаболічного сенсу взагалі, що власне спостерігається при деяких патологічних станах.

Для підсилення метаболічних шляхів, що необхідно, наприклад, для утворення більшої кількості енергії, в клітинах існують анаплеротичні реакції (поповнювальні). Послідовність таких реакцій продукує метаболіт, який потім може надходити в певний метаболічний процес, робота якого стане більш ефективною, тобто процес буде підсилений. Ілюстрацією анаплеротичних реакцій може бути така схема, де літерами позначені умовні метаболіти:
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З термодинамічної точки зору, всі анаболічні процеси є ендергонічними, тобто відбуваються з поглинанням енергії (реакції синтезу та відновлення). Відповідно катаболічні процеси – це екзергонічні, тобто супроводжуються виділенням енергії, яка акумулюється у високоенергетичних (макроер-гічних) сполуках (наприклад, АТФ, креатин-фосфат тощо); ці сполуки в подальшому використовуються для анаболічних перетворень. 

Тобто між катаболізмом та анаболізмом існує взаємозв’язок, який реалізується на енергетичному рівні, а також на рівні субстратів. Катаболічні перетворення постачають енергію для реакцій синтезу. 
Крім того, в ході катаболізму відбувається утворення простих сполук, які можуть бути використані для синтезу більш складних. У свою чергу, анаболізм постачає складні речовини для катаболізму, реакції якого перетворюють їх у більш прості й проходять з виділенням енергії. Схематично взаємозв’язок анаболізму та катаболізму ілюстрований на рис. 1.
[image: image6.emf]
Рисунок 1 - Взаємозв’язок анаболізму та катаболізму на енергетичному рівні
1.1. Стадії катаболізму біомолекул

До основних «паливних» молекул нашого організму належать вуглеводи, ліпіди та білки. При катаболізмі цих сполук виділяється енергія, що використовується у всіх процесах, необхідних для нормального функціонування організму. Вивільнення цієї енергії відбувається поступово в декілька стадій.


Головними постачальниками енергії є вуглеводи, оскільки процес їх окиснення має найбільшу швидкість порівняно з іншими «паливними» молекулами. Друге місце займають ліпіди, які містять значно більшу кількість енергії, ніж вуглеводи, але вивільнення цієї енергії можливо лише при наяв-ності в клітині активованих процесів катаболізму, вуглево-дів у тому числі. У зв’язку з цим існує такий вислів: «ліпіди згорають у полум’ї вуглеводів». Саме тому швидкість катаболізму ліпідів менша. Білки підключаються до процесів продукції енергії в останню чергу і стають активними постачальниками енергії в разі дефіциту вуглеводів та ліпідів. Використання значної кількості білків (більш ніж 20%) для енергопродукції може призвести до розвитку патологічних станів.

Вивільнення енергії вуглеводів, ліпідів і білків відбува-ється при їх катаболізмі, в якому виділяють три стадії (за умов наявності кисню). Стадії аеробного катаболізму білків, вуглеводів та ліпідів схематично зображені на рис. 2.

Перша стадія
Катаболізм біомолекул починається з того, що відбувається розщеплення більш складних молекул до простих їх складових:
- білків – до амінокислот,

- вуглеводів (полісахаридів) – до моносахаридів,

- ліпідів (триацилгліцеролів)– до гліцеролу та жирних кислот.

Реакції цієї стадії відбуваються в цитозолі клітин і не супроводжуються виділенням енергії.

Друга стадія
Далі структурні компоненти біополімерів, що утворилися на першій стадії (амінокислоти, моносахариди, жирні кислоти, гліцерил), поступово розщеплюються до спільного ключового метаболіту для всіх видів обміну – ацетил-КоА (активна форма оцтової кислоти).

Реакції другої стадії до утворення піровиноградної кислоти (ПВК, або піруват) відбуваються в цитозолі, переворення пірувату в ацетил-КоА – у мітохондріях.

До процесів катаболізму цієї стадії належать:

· для моносахаридів (основним є глюкоза) – це реакції гліколізу до пірувату і далі до ацетил-КоА;

· для амінокислот – це реакції дезамінування, які для деяких з них супроводжуються утворенням пірувату, а потім ацетил-КоА; для інших – одразу утворюється ацетил-КоА;

· для жирних кислот – реакції β-окиснення, кінцевим продуктом яких є ацетил-КоА;

· для гліцеролу – реакції розщеплення з утворенням пірувату й ацетил-КоА.

[image: image7]
Рисунок 2 - Стадії катаболізму білків, вуглеводів, ліпідів.
Друга стадія супроводжується виділенням енергії, кіль-кість якої значно поступається кількості енергії третьої стадії.

Третя стадія

На цій стадії відбувається окиснення ацетил-КоА до кінцевих продуктів Н2О та СО2, що супроводжується генерацією значної кількості енергії (70-80% енергії). 

Третя стадія відбувається в мітохондріях і складається з таких процесів, як ЦЛК (цикл лимонної кислоти) та функ-ціонування електронтранспортного мітохондріального ланцюга (дихальний ланцюг мітохондрій), робота якого пов’язана з окисним фосфорилюванням – основним процесом синтезу АТФ у клітинах.

Перша та друга стадії належать до специфічних шляхів катаболізму – розпад паливних молекул до ацети-КоА  відбувається власними шляхами, які для білків, вуглеводів та ліпідів не збігаються, тобто є специфічними. Третя стадія – загальні шляхи катаболізму, оскільки відбувається подальший розпад ацетильного залишку, - загального проміжного метабо-літу, до кінцевих продуктів.  Тобто загальні шляхи катаболізму – це ЦЛК та окисне фосфорилювання.
2. Молекулярні основи біоенергетики
Біоенергетика – це розділ біохімії, який вивчає молекулярні основи продукції та використання енергії, молеку-лярні форми її акумуляції в живих організмах. Стан енерге-тичного обміну в живих  системах може бути описаний I зако-ном термодинаміки, використання якого щодо живих організмів матиме такий вигляд: у живих організмах під час реалізації різноманітних біохімічних реакцій загальна кількість енергії залишається сталою.

Акумуляцію та передачу цієї енергії в живих клітинах здійснюють високоенергетичні (макроергічні) фосфати. Їм належить важлива роль в енергетичному процесі клітини, оскільки їх наявність дозволяє організму перетворювати енергію окиснення сполук у хімічну енергію (макроергів) до того моменту, як енергія буде розсіяна у вигляді тепла.

2. 1. Макроергічні фосфати
Макроергічні фосфати – це фосфати з високим енергетик-ним потенціалом. Ці сполуки містять фосфодіефірний зв'язок, при гідролізі якого утворюється енергія більш ніж - 30 кДж/моль (макроергічний зв'язок). 
У клітинах містяться різні біофосфати з різним енергетичним потенціалом. Залежно від кількості енергії, яка акумульована в макроергічних зв’язках цих сполук, усі біофосфати умовно можна поділити на три групи.
1. Надвисокоенергетичні фосфати – це фосфати, енер-гія гідролізу фосфодиефірних зв’язків яких ∆Go> - 30 кДж/моль (або -7,3 ккал/моль).
До цієї групи належать: 

фосфоенолпіруват (∆Go= -61,9 кДж/моль), 

1,3 –дифосфогліцерат (∆Go= - 54,5 кДж/моль), 

карбамоїлфосфат   (∆Go =  - 51, 4 кДж/моль),
креатинфосфат (∆Go= - 43,1 кДж/моль) та ін.


Реалізація енергії надвисокоенергетичних фосфатів здійснюється виключно через синтез АТФ. Наприклад, енергія, що акумульована в креатинфосфаті, спочатку передається на АТФ, і лише потім використовується:
Креатинфосфат + АДФ ↔ креатин + АТФ (креатинфосфокіназна реакція)

Далі енергія АТФ буде використана відповідно до потреб організму. Незважаючи на те, що ∆Go макроергічних зв’язків АТФ менша, ніж органічних фосфатів цієї групи, лише енергія гідролізу АТФ безпосередньо може бути використана в ендергонічних реакціях клітини.

2. Високоенергетичні фосфати – це фосфати, енергія гідролізу фосфодіефірних зв’язків яких приблизно дорівнює       -30кДж/моль (∆Go≈ - 30 кДж/моль). До цієї групи належать нуклеозидтрифосфати, такі як АТФ, ГТФ та ін. 

3. Низькоенергетичні фосфати – це органічні фосфати з ∆Go< - 30 кДж/моль. Енергія низькоенергетичнихфосфатів не може бути використана в енергонічних процесах. 

До цієї групи сполук, наприклад, належать:
АМФ (∆Go= - 9,6 кДж/моль),
АДФ (∆Go= - 27,6 кДж/моль),
гліцерофосфат (∆Go= - 9,2 кДж/моль),
глюкозо-6-фосфат (∆Go= - 13,8 кДж/моль).
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Енергія може бути акумульована в різних субстратах окиснення, проте лише енергія у формі АТФ може бути використана клітинами організму. Саме тому АТФ називають «універсальним джерелом енергії». 

Енергія АТФ може бути використана в різних процесах. На рис. 2 схематично показані шляхи використання АТФ.

Синтез АТФ відбувається в ході реакцій двох основних процесів – окисного фосфорилювання та субстратного фосфорилювання.

Окисне фосфорилювання – процес синтезу АТФ при окисненні субстратів з участю дихального ланцюга мітохондрій (механізм процесу буде розглянутий нижче). Реакції цього процесу відбуваються виключно в аеробних умовах.

Субстратне фосфорилювання  - процес синтезу АТФ, який відбувається як результат розщеплення субстратів без участі дихального ланцюга мітохондрій. У цьому разі перетво-рення субстрату в продукт супроводжується фосфорилюванням АДФ з утворенням АТФ. Цей процес можливий як в аеробних, так і анаеробних умовах.

На рис. 2 наведена формула АТФ, де вказані два макроергічних зв’язки в молекулі (~). Гідроліз кожного з них супроводжується виділенням енергії ∆Go≈ - 30 кДж/моль.
Виходячи з того, що молекула АТФ містить два високоенергетичні зв’язки,  виділення енергії може відбуватися у вигляді двох реакцій:

АТФ → АДФ + Фн (∆Go= - 30 кДж/моль);

АТФ → АМФ + ФФн (∆Go= - 30 кДж/моль).
[image: image9.emf]
Рисунок 3 - Хімічна формула молекули АТФ

Тобто загальна кількість енергії, що утворюється при гідролізі АТФ, не може перевищувати - 30 кДж/моль.

 Перша реакція найбільш поширена. Енергія зв’язків молекули АДФ, яка утворюється, не може бути використана, оскільки другий високоенергетичний зв'язок після відщеплення першої фосфатної групи буде перетворений у звичайний ковалентний зв'язок. Відомо, що подальший гідроліз АДФ та АМФ супроводжуються виділенням лише теплової енергії.

На рис. 4 схематично показані шляхи використання енергії АТФ в живих організмах.
2.2. Тканинне дихання та біологічне окиснення


Найбільш потужними процесами продукування енергії в клітинах є аеробні. Використання клітинами кисню необхідне для окиснення субстратів, кінцевими продуктами якого є Н2О, СО2, АТФ. Крім того, виділяється аміак, який у подальшому підлягає знешкодженню. Таким чином, клітини, тканини «дихають» і виробляють енергію, яка необхідна для життєдіяльності. 


[image: image10]
Рисунок 4 - Шляхи використання енергії АТФ

[image: image11]
Тобто при тканинному диханні відбувається  використання кисню для біологічного окиснення субстратів. 
Між поняттями «тканинне дихання» та «біологічне окиснення» не слід ставити знак рівності, оскільки окиснення біосубстратів може відбуватися як в аеробних, так і у анаеробних умовах.
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Основними субстратами біологічного окиснення є вуглеводи та ліпіди, саме їх катаболізм дає найбільшу кількість хімічної енергії, що акумулюється у високоенергетичних зв’язках макроергів. Білки також можуть бути використані з цією метою, але в організмі це не дуже «популярний» субстрат окиснення. 
У тканинному диханні виділяють три стадії:

1) окиснення субстратів до ацетил-КоА;

2) розпад ацетильного залишку в ЦЛК;

3) транспорт електронів по дихальному ланцюгу міто-хондрій та сполучення цього процесу із синтезом АТФ.

Окиснення субстратів відбувається при:

1) відщепленні атома водню;

2) втраті електронів;

3) заміщення атомів на більш електронегативні атоми.

Окисно-відновні реакції, що відбуваються в процесі біологічного окиснення, каталізують ферменти класу оксидоредуктаз. 

Виділяють три класи реакцій біологічного окиснення:

1. Реакції дегідрування.

У результаті цих реакцій відбувається перенесення водню з субстрату (S) на акцептор (А):
SH2 + A → S + AH2.
Ферменти, що каталізують рекції цього класу, мають назву дегідрогенази. Коферментами дегідрогеназ можуть бути НАД, НАДФ, ФАД, ФМН.


Залежно від типу акцептора водню реакції дегідрування поділяють на два підкласи:

- реакції, які каталізують анаеробні дегідрогенази. Акцептором (А) є сполука, яка відмінна від кисню:

SH2 + R → S + RH2;
-  реакції, які каталізують аеробні дегідрогенази (оксидази). 
Акцептором (А) в цих реакціях є кисень (О2):

SH2 + О → S + H2О2.
2. Реакції з перенесенням електрона/електронів:

Sē + А → S + Аē.

Такі реакції каталізують цитохроми (наприклад, цитохроми дихального ланцюга мітохондрій).
3. Оксигеназні реакції.

Реакції цього класу каталізують ферменти оксигенази, які приєднують до субстрату окиснення один або два атоми кисню. Тому залежно від кількості атомів кисню, що приєднуються, ферменти поділяють на:

· монооксигенази (відповідно реакції – монооксигеназні):

SH + 1/2О2 → S-ОН

До монооксигеназ належить цитохром Р450, що каталізує гідроксилювання ендогенних та екзогенних субстратів;
- 
диокисгенази (відповідно реакції – диоксигеназні):
S + О2 → SО2.
До диоксигеназних реакцій належать реакції перекисного окиснення ненасичених жирних кислот, що входять до складу ліпідів біомембран (реакції ПОЛ – перекисного окиснення ліпідів).
2.2.1. Ферменти біологічного окиснення


Ферменти біологічного окиснення залежно від будови поділяють на три класи:
1. Піридинзалежні дегідрогенази – дегідрогенази, які містять нікотинамідні коферменти (НАД+ або НАДФ+) (нікотинамід, що входить до складу цих коферментів, належить до похідного піридину). 
Схематично реакції, що каталізують ці ферменти, мають такий вигляд:
SH2 + НАД+→S + НАДН + Н+;
та
SH2 + НАДФ+→S + НАДФН + Н+.
Піридинзалежні дегідрогенази – це виключно анаеробні дегідрогенази, що каталізують різноманітні реакції в нашому організмі.

НАД-залежні дегідрогенази – це ферменти окисно-відновних реакцій процесів катаболізму, таких як гліколіз, цикл Кребса, β-окиснення жирних кислот, дихальний ланцюг мітохондрій тощо.
НАДФ-залежні дегідрогенази – це ферменти процесів відновного синтезу: синтезу жирних кислот, холестеролу.

2. Флавінзалежні дегідрогенази – дегідрогенази, які містять похідні вітаміну В2 – ФАД, ФМН. У більшості дегідрогеназ  ці коферменти мають високу спорідненість до білкової частини і не відщеплюються від неї. 

Схематично реакції, що каталізують ці ферменти, мають такий вигляд:

SH2 + ФАД→S + ФАДН2;
та
SH2 + ФМН→S + ФМН-Н2.
Флавінзалежні дегідрогенази можуть бути як анаеробними, так і аеробними дегідрогеназами.

До анаеробних флавінзалежних дегідрогеназ належать:

сукцинатдегідрогеназа (фермент циклу Кребса), НАДН-дегідрогеназа дихального ланцюга мітохондрій, гліцерол-3-фосфатдегідрогеназа (фермент окиснення гліцеролу), ацил-КоА-дегідрогеназа (фермент β-окиснення жирних кислот) тощо.

До аеробних флавінзалежних дегідрогеназ належать: 

оксидази L- та D-амінокислот, ксантиноксидаза (фермент катаболізму пуринових нуклеотидів), глюкозоксидаза (рослинний фермент, який використовується для визначення концентрації глюкози в крові).

3. Цитохроми – ферменти, що за будовою є гемопротеїнами. Ці білки містять гемінове залізо або іони міді, які здатні змінювати валентність:  
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та
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Саме завдяки цьому цитохроми є переносниками електронів у ланцюгах біологічного окиснення (дихальному ланцюзі мітохондрій, мікросомальному ланцюзі окиснення).


У внутрішній мембрані мітохондрій локалізовані такі залізовмісні цитохроми, як цитохроми b, c, c1, a та мідьвмісний – цитохром а3; в ЕПР клітин печінки містяться цитохроми b5  та P450.
3. Цикл лимонної кислоти
3.1. Біологічні функції та реакції циклу

Цикл лимонної кислоти (ЦЛК, цикл трикарбонових кис-лот – ЦТК, цитратний цикл, цикл Кребса) – це загальний кінцевий шлях катаболізму головних паливних молекул (вуглеводів, ліпідів, білків). 


Усі назви процесу, які були наведені, мають своє пояснення. ЦЛК, або цитратний цикл, – у першій реакції цього процесу утворюється лимонна кислота (цитрат). ЦТК – трикар-бонові кислоти є проміжними продуктами цього процесу (цитрат, аконітат, ізоцитрат).

Цей циклічний процес був відкритий та вивчений німецьким біохіміком Хансом Адольфом Кребсом. За відкриття (1937 р.) цього важливого для всіх організмів процесу Х.Кребс у 1952 році отримав Нобелівську премію в галузі фізіології та медицини. 


ЦЛК – це циклічний процес, 8 реакцій якого локалізовані у мітохондріях еукаріот. Практично всі ферменти знаходяться в матриксі мітохондрій у вільному стані, лише один зв’язаний з внутрішньою мембраною, тобто вбудований у біліпідний шар – це сукцинатдегідрогеназа. У прокаріот реакції ЦЛК відбува-ються у цитозолі.
Біологічна роль процесу
Цикл Кребса є основою метаболізму, тому що виконує функції, життєво необхідні для організму. На важливість цього процесу вказує той факт, що не існує спадкових захворювань, причиною яких є дефіцит ферментів ЦЛК. Будь-які проблеми в роботі цього циклу не сумісні з життям.


Цикл виконує такі функції:

1) інтегративну – ЦЛК поєднує шляхи метаболічних перетворень ліпідів, вуглеводів, білків: вказані паливні молекули можуть розщеплюватися до інтермедіатів циклу і синтезуватися з них;
2) енергетичну – в ЦЛК є одна реакція субстратного фосфорилювання, в якій утворюється 1 молекула ГТФ; потім ГТФ бере участь в утворенні 1 молекули АТФ (тобто енерге-тичний баланс самого циклу, без подальших перетворень відновних еквівалентів, становить 1 АТФ);

3) воденьгенеруючу – цикл є головним генератором Н+ для роботи дихального ланцюга, тому що в ЦЛК відбувається відновлення НАД+ до НАДН.Н+ та ФАД до ФАДН2; далі НАДН.Н+ та ФАДН2 окиснюються в дихальному ланцюзі, робо-та якого приводить до синтезу АТФ (тому сумарний енергетич-ний баланс одного циклу більше ніж 1 АТФ і становить 12 мо-лекул АТФ – розрахунок буде наведений нижче);

4) амфіболічну – інтермедіати цього катаболічного процесу можуть бути використані для синтезу інших сполук. Виведення проміжних метаболітів з циклу повинно бути пов’язане з високою катаболічною активністю ЦЛК для продукції АТФ.  Приклади використання проміжних метаболітів ЦЛК для синтезу інших сполук:
Оксалоацетат → Аспартат → Аспарагін


↓

   ↓

 ↓

Синтез глюкози         Синтез білків

α-Кетоглутарат  →  Глутамат → Глутамін





      ↓
   ↓





  Синтез білка, нуклеотидів

Сукциніл-КоА →  Синтез гему
Під час виведення інтермедіатів ЦЛК для синтетичних процесів їх концентрація не повинна суттєво знижуватися, тому що це може нашкодити процесу генерації енергії. Тому в клітині існують «запобіжні клапани», які допомагають підтримувати концентрацію проміжних метаболітів циклу на необхідному рівні – це анаплеротичні реакції. 

До таких реакцій належить:

· піруваткарбоксилазна реакція, яка каталізує утворення оксалоацетату з пірувату (одна з основних анаплеротичних реакцій);

· аспартат-амінотрансферазна реакція, яка каталізує утворення оксалоацетату з аспартату;

· глутаматдегідрогеназна реакція, яка каталізує утворення α-кетоглутарату з глутамату;

·  утворення сукциніл-КоА з пропіоніл-КоА, який, у свою чергу, утворюється при катаболізмі амінокислот з розгалуженим ланцюгом (Вал, Іле) та жирних кислот з непарним числом атомів вуглецю (один з основних анаплеротичних процесів);

· утворення фумарату при катаболізмі ароматичних амінокислот (Фен, Тир);

· γ-амінобутиратний шунт – процес, який відбувається в мозку і пов'язаний з утворенням ГАМК (гамма-аміномасляної кислоти) – важливого нейромедіатора гальмування, та  її катаболізмом до сукциніл-КоА:
α-Кетоглутарат → Глу → ГАМК → бурштиновий семіальдегід

↑



↓

   ЦЛК

←
    сукцинат


10% глюкози мозку використовується для функціонування цього процесу, тобто він є вкрай важливим для нормальної роботи мозку.
Таким чином, на рівні циклу Кребса відбувається ефективна координація катаболічних та анаболічних процесів, що можливо завдяки існуванню численних високоточних регуляторних механізмів.

На рис. 5 наведена схема реакцій циклу Кребса. Процес складається з 8 реакцій. Друга реакція відбувається у дві стадії через утворення цис-аконітату, дві стадії каталізує один фермент. 

Ферменти ЦЛК (нумерація відповідно до номерів реакцій на рис. 5):

1. Цитратсинтаза.
2. Аконітаза (аконітатгідратаза).
3. Ізоцитратдегідрогеназа.
4. α-Кетоглутататдегідрогеназний комплекс.
5. Сукцинаттіокіназа.
6. Сукцинатдегідрогеназа.
7. Фумараза.
8. Малатдегідрогеназа.

Четвертий фермент циклу – це мультиферментний комплекс, який містить три ферменти (кожний з яких складається приблизно з 60 субодиниць) та чотири вітаміни. Ферменти комплексу:
Е1 - α-кетоглутататдегідрогеназа,

Е2 - дигідроліпоїлсукцинілтрансфераза,
ЕЗ – дигідроліпоїлдегідрогеназа. 
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Рисунок 5 - Схема циклу лимонної кислоти


Хімічні формули інтермедіатів ЦЛК наведені в табл. 1.

Таблиця 1 - Хімічні формули проміжних метаболітів циклу Кребса.

	№
	Назва сполуки
	Хімічна формула

	1
	Оксалоацетат (щавлевооцтова кислота)
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	2
	Цитрат (лимонна кислота)
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	3
	Цис-аконітат 

(цис-аконітова кислота)
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	4
	Ізоцитрат 

(ізолимонна кислота)
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Продовження табл. 1

	№
	Назва сполуки
	Хімічна формула

	5
	α-Кетоглутатат 

(α-кетоглутарова кислота)
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	6
	Сукциніл-КоА
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	7
	Сукцинат

(бурштинова кислота)
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	8
	Фумарат 

(фумарола кислота)
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	9
	Малат (яблучна кислота)
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Реакція, яку каталізує сукцинаттіокіназа (сукциніл-КоА синтеза), є єдиною реакцією циклу, що супроводжується генерацією високоенергетичного фосфатного зв’язку на субстратному рівні (реакція субстратного фосфорилювання). З субстратів ГДФ та Фн відбувається утворення ГТФ, який під дією фосфокінази вступає в реакцію з АДФ з утворенням АТФ:

ГТФ + АДФ → АТФ + ГДФ.
3.2. Участь вітамінів у роботі ЦЛК
Для роботи циклу потрібні п’ять вітамінів:

1) В1 (тіамін) у вигляді тіаміндифосфату (ТДФ) є коферментом α-кетоглутаратдегідрогеназного комплексу;
2) В2 (рибофлавін), коферментна форма якого – ФАД, - є складовою α-кетоглутаратдегідрогеназного комплексу та сукцинатдегідрогенази;
3) РР (ніацин) у вигляді НАД входить до складу трьох дегідрогеназ ЦЛК (ізоцитратдегідрогенази, α-кетоглута-ратдегідрогеназного комплексу, малатдегідрогенази);
4) В5 (пантотенова кислота) входить до складу коферменту А (КоА), який бере участь в активації ацильних залишків і утворює ацетил-КоА та сукциніл-КоА;
5) ліпоєва кислота – дві молекули цієї кислоти у вигляді аміду входять до складу α-кетоглутаратдегідрогеназного комплексу (другого ферменту комплексу Е2 ).

Тобто у складі α-кетоглутаратдегідрогеназного комплексу функціонують  В1, В2, РР, ліпоєва кислота.

3.3. Енергетичний баланс ЦЛК з урахуванням окисного фосфорилювання
Робота циклу Кребса спряжена з функціонуванням дихального ланцюга мітохондрій. Вивільнення енергії, яка акумульована у відновних еквівалентах НАДН.Н та ФАДН2, відбувається завдяки роботі дихального ланцюга. По цьому ланцюгу білків-переносників транспортуються електрони з субстратів на кисень, вивільняється енергія, якої достатньо для утворення макроергічних зв’язків, тобто для синтезу АТФ. Перенесення електронів супроводжується окисненням НАДН.Н та ФАДН2, але кількість АТФ, що синтезується в результаті цього, різна. За рахунок окиснення НАДН.Н завжди утворю-ється 3 АТФ, окиснення ФАДН2 супроводжується синтезом ли-ше 2 АТФ (причини такої різниці будуть розглянуті нижче у від-повідному розділі щодо механізму окисного фосфорилювання). 
В одному циклі відбувається відновлення 3 НАД, 1 ФАД та утворення 1 ГТФ, тому енергетичний баланс циклу з ураху-ванням окисного фосфорилювання має такий вигляд:


 3 НАДН.Н = 3 ∙ 3АТФ = 9 АТФ

1 ФАДН2 = 2 АТФ


     Загальна кількість

  






12 АТФ

1 ГТФ = 1 АТФ
Сумарне рівняння циклу Кребса з урахуванням лише субстратів та продуктів таке:

Ацетил-КоА + 2Н2О + АДФ + Фн + 3НАД + ФАД →

КоА + 2СО2 + АТФ + НАДН.Н + ФАДН2.
3.4. Регуляція циклу лимонної кислоти


Активність циклу залежить від надходження окисних форм коферментів дегідрогеназ (насамперед НАД) та швидкості використання АТФ у клітині (тобто від співвідношення АТФ/АДФ). Робота циклу цілком залежить від енергетичного статусу клітини – при зростанні потреб клітини в енергії цикл активується, при зниженні використання енергетичних субстратів відбувається інгібування цього процесу.


У ЦЛК є регуляторні ферменти, активність яких регулюється алостерично за допомогою активаторів та інгібіторів.

Регуляторні ферменти циклу:

1) цитратсинтаза  - це основний регуляторний фермент всього циклу;  інгібітори – АТФ, жирні кислоти, цитрат, сукциніл-КоА, НАДН.Н; активність цього ферменту також залежить від концентрації субстратів – ацетил-КоА та оксалоацетату;

2) ізоцитратдегідрогеназа – відомо, що з трьох ізоферментів цього ферменту в мітохондріях зустрічається НАД-залежна ізоцитратдегідрогеназа, активність якої залежить від концентрації іонів Mn2+ або Mg2+; активатори – Са2+, АДФ та АМФ, інгібітори – АТФ, НАДН.Н, сукциніл-КоА;
3) α-кетоглутаратдегідрогеназний комплекс – цей мультиферментний комплекс регулюється продуктами реакції: інгібітори - НАДН.Н та сукциніл-КоА, активатор – Са2+.
Крім того, на швидкість процесу впливає активність сукцинатдегідрогенази та малатдегідрогенази:

· сукцинатдегідрогеназа інгібується оксалоацетатом,
· активність малатдегідрогенази залежить від співвідношення НАДН.Н/ НАД.
У клітинах головного мозку ацетил-КоА переважно утворю-ється при катаболізмі глюкози, тому активність циклу Кребса також буде залежати від регуляції піруватдегідрогеназного комплексу (див. «Обмін вуглеводів»).
4. Дихальний ланцюг мітохондрій
4.1. Основні компоненти дихального ланцюга


Мітохондрії – органели клітини, функціонування яких для будь-якої обізнаної людини чітко асоціюється з продукуван-ням енергії. Дійсно в матриксі мітохондрій локалізовані різноманітні ферменти, що необхідні для окиснення субстратів. 
Крім того, внутрішня мембрана мітохондрій містить систему білків-переносників електронів, які забезпечують термінальний етап окиснення субстратів і створюють умови для синтезу АТФ. 

Ця система білків-переносників має декілька назв: дихальний ланцюг, електрон-транспортний ланцюг, ланцюг перенесення електронів, редокс-ланцюг (окисно-відновний ланцюг). Деякі з цих назв більш точно відображають суть процесів, які відбуваються за участі цього ланцюга, але найчастіше використовують більш просту назву – дихальний ланцюг. 

Частка білків дихального ланцюга істотна і становить 30-40% загального білка внутрішньої мембрани мітохондрій.

У складі дихального ланцюга знаходяться:
1) піридинзалежні дегідрогенази (містять НАД+);

2) флавінзалежні дегідрогенази (ФАД- та ФМН-вмісні);

3) цитохроми (в, с, с1, а, а3);

4) залізосірчані білки;

5) вільний кофермент – убіхінон.


Піридинзалежні дегідрогенази (НАД-залежні) містять кофермент НАД+(нікотинамідаденіндинуклеотид) (рис. 5), який є похідним вітаміну РР. Ці дегідрогенази беруть участь в окисненні біосубстратів, що супроводжується відновленням НАД+ до НАДН.Н+:
SH2 + НАД+ → S + НАДН.Н+.
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Рисунок 6 - Хімічна формула НАД+
Хімізм процесу відновлення НАД+ при окисненні субстрату показаний на рис. 6.
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Рисунок 7 - Реакція відновлення НАД+ (наведений фрагмент молекули коферменту, який бере участь в окисно-відновному процесі)
Таким чином реалізується колекторна функція цього коферменту, який збирає відновні еквіваленти від субстратів окиснення для подальшої передачі їх по дихальному ланцюзі. 

Флавінзалежні дегідрогенази – складні ферменти, які міс-тять один із двох похідних вітаміну В2 – ФАД (флавінаде-ніндинуклеотид) або ФМН (флавінмононуклеотид). Структурні формули ФАД та ФМН зображені на рис. 8.
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Рисунок 8 - Структурні формули ФАД та ФМН
Саме наявність у структурі ферментів зазначених простетичних груп забезпечує окиснення субстратів під час роботи дихального ланцюга. На рис. 9 наведена схема окиснення-відновлення  ізоалоксазинової групи ФАД та ФМН.
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Рисунок 9 - Схема окисно-відновної реакції ізоалоксазинового кільця у складі ФАД (ФМН)

У дихальному ланцюгу мітохондрій містяться два білки-флавопротеїни: НАДН-залежна дегідрогеназа (містить ФМН) та сукцинатдегідрогеназа (містить ФАД). 

Цитохроми – складні білки, простетичною групою яких є гем. На сьогодні відомо приблизно 30 видів цитохромів. До складу гему цих білків входить метал зі змінною валентністю (переважно залізо, може бути також мідь).

Цитохроми вперше були описані Мак-Манном (Шотлан-дія) у 1886 році й отримали назву «гістогематини», але їх роль залишалася невідомою. У 1925 році англійський біохімік Дейвід Кейлін почав активно вивчати ці білки.  Насамперед було з’ясовано, що цитохроми знаходяться у мембранах (мітохондріальних та ЕПР) всіх еукаріотичних клітин.

За типом гему виділяють 8 класів цитохромів. Залежно від спектра поглинання цитохроми поділяють на групи - а, b, с, d. Різні спектри поглинання в окисненому та відновленому станах дають змогу визначати ці білки за допомогою спектрофотометричних методів. 

На рис. 10 показана структура гему цитохрому b.
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Рисунок 10 - Структура гему у складі цитохрому b
Деякі цитохроми позначають цифровим індексом (наприклад, b5), який може бути наданий тільки добре вивченим білкам.
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Рисунок 11 - Структура цитохрому с
У дихальному ланцюгу наявні цитохроми b, с1, с, а, а3, які, за винятком цитохрому а3, є залізовмісними білками, у складі а3 знаходиться мідь. Атом заліза у складі гемів цих цитохромів утворює зв’язки, з одного боку, від порфіринового кільця із залишком гістидину, з другого - цистеїну білкової частини. Саме тому потенційна здатність атомів заліза у складі цитохромів до зв’язування кисню пригнічена.

У цитохромі с порфіринова площина, ковалентно зв’язана з білковою частиною через два залишки цистеїну (рис. 10). В цитохромах b та а гем ковалентно не зв’язаний з білком.
У цитохромах аа3  замість протопорфірину міститься порфірин А, який має певні структурні особливості.
Усі цитохроми мають різні фізико-хімічні властивості та величини стандартного окисно-відновного потенціалу (редокс-потенціалу), що забезпечує напрямок руху електронів від субстратів на кисень. 

На рис. 10 на прикладі структури цитохрому с показаний загальний принцип будови всіх цитохромів, що беруть участь у дихальному ланцюзі.

Залізосірчані білки (FeS-білки)- це білки з невеликою молекулярною масою (приблизно 10 кДа). Залізо, яке вони містять не входить до складу гему, а зв’язане з атомами сірки (рис. 12). Відомо, що вони беруть участь у транспорті електро-нів у дихальному ланцюзі, але детально механізм окиснення-відновлення атомів заліза не відомий.
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Рисунок 12 - Схема комплексу заліза і сірки в молекулі залізо-сірчаного білка дихального ланцюга
Кофермент Q (убіхінон, кофермент Q10) – жиророзчинний кофермент, який знаходиться у мітохондріях еукаріотичних клітин. Ф. Крейн та К. Фолкерс у 1957-1958 встановили хімічну формулу цієї сполуки, яка наведена на рис. 12. Кількість ізопренових одиниць буває різною залежно від виду живих організмів (на рис. 12 вказана можлива кількість – 6-10). У клітинах організму людини знаходиться убіхінон тільки з 10 ізопреновими одиницями.
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Рисунок 13 - Хімічна формула убіхінону

В організмі людини цей кофермент синтезується з мевалонової кислоти та похідних фенілаланіну та тирозину.


Вміст убіхінону в тканинах залежить від інтенсивності енергетичного обміну. Найбільша кількість коферменту Q у серцевому  м’язі. 
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Рисунок 14 - Зміни вмісту убіхінону в організмі людини  з віком
Убіхінон – це ліпофільна сполука, тому цей кофермент розчинений у ліпідній частині внутрішньої мембрани мітохондрій, і, оскільки він не зв’язаний з білком, може вільно рухатися в мембрані в різних напрямках. 

Цей кофермент здатний приєднувати та віддавати протони й електрони. Схема окисно-відновної реакції за участі убіхінону наведена на рис. 15.
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Рисунок 15 - Реакція окиснення-відновлення убіхінону

У дихальному ланцюзі коензим Q є колектором електронів від НАД- та ФАД(ФМН)-залежних дегідрогеназ.
4.2. Молекулярна організація дихального ланцюга мітохондрій

Локалізація білків-переносників та коферментів у дихальному ланцюзі залежить від значення стандартного окисно-відновного потенціалу (ОВП) (синонім: редокс-потенціал) кожного з них. Транспорт електронів від одного переносника до іншого в дихальному ланцюзі відбувається в напрямку зростання  ОВП – починається із субстратів окиснення, які мають значення редокс-потенціалу в межах  -700 мВ, і закінчується киснем з ОВП +800 мВ. 
Чим більше негативне значення редокс-потенціалу переносника, тим більша його здатність віддавати електрони (відновні властивості). Чим більш позитивне значення має ОВП переносника, тим більша його здатність приймати електрони (окисні властивості).

На рис. 16 наведена послідовність переносників дихального ланцюга відповідно до  їх значень окисно-відновного потенціалу.
[image: image38.png]+100

+500

+700

+500





Рисунок 16 - Значення окисно-відновного потенціалу перенос-ників дихального ланцюга

[image: image39]
Рисунок 17 - Схема дихального ланцюга мітохондрій
На рис. 18 наведена схема послідовності переносників електрон-транспортного ланцюга мітохондрій, яка забезпечує транспорт електронів із субстратів окиснення (SH2) на кисень. Відновні еквіваленти вводяться в дихальний ланцюг за участі НАД- та ФАД-залежних дегідрогеназ, які окислюють відповідні субстрати. Ни рис. 16 показані субстрати окиснення для НАД-залежних дегідрогеназ (піруват, α-кетоглутарат, ізоцитрат, малат та ін.) та ФАД-залежних дегідрогеназ (сукцинат, жирні кислоти та ін.).

Далі електрони з НАДН.Н+ транспортуються через НАДН-дегідрогеназу на убіхінон. НАДН-дегідрогеназа – це флавопротеїн, який містить ФМН. Саме наявність ФМН у складі цього ферменту дозволяє транспортувати відновні еквіваленти, які спочатку відновлюють ФМН, а потім при передачі їх на убіхінон відбувається окиснення цієї простетичної групи.

Крім того, убіхінон збирає відновні еквіваленти від ФАД-залежних дегідрогеназ, однією з яких є сукцинатдегідрогеназа (ФАД-залежний фермент).


З убіхінону електрони передаються послідовністю цитохромів (рис. 16) на кисень, який надходить у мітохондрії з крові. Іон заліза у складі цитохрому а3 зв’язує цей кисень подібно до приєднання кисню в молекулі гемоглобіну. Далі кожний з атомів О2 приєднує по 2 протони і 2 електрони – відбувається відновлення кисню до ендогенної води: 
4ē +О2 + 4Н+→ 2Н2О.


За добу в організмі людини утворюється 300-400 мл такої метаболічної води.


У 1960-х роках американський вчений Д. Грін розробив методи виділення та очищення компонентів дихального ланцюга та показав, що деякі переносники міцно зв’язані та виділяються разом – це комплекси дихального ланцюга. На сьогодні відомо чотири комплекси (на рис. 16 вони позначені I, II, III, IV), які вбудовані в біліпідний шар та нагадують айсберги, що вільно рухаються в мембрані й можуть контактувати з водною фазою матриксу, міжмембранним простором та між собою (рис. 17). 
Комплекси дихального ланцюга:
I комплекс – НАДН-дегідрогеназа (НАДН-убіхінон оксидоредуктаза) має дві функції: окислює НАДН.Н+ - переносить від нього 2 електрони на убіхінон та  транспортує 4Н+ з матриксу у міжмембранний простір.

II комплекс – сукцинатдегідрогеназа (сукцинат- убіхінон оксидоредуктаза) забезпечує додатковий шлях для входу електронів у дихальний ланцюг за рахунок окиснення сукцинату.

III комплекс – цитохром с редуктаза (убіхінон-цитохром с оксидоредуктаза) містить цитохроми b та c1, транспортує 2 електрони з убіхінону на цитохром с та забезпечує викачування 4 протонів з матриксу в міжмембранний простір.
IV комплекс – цитохром с оксидаза містить цитохроми а та а3, транспортує 2 електрони на кисень та одночасно переносить 2 протони в міжмембранний простір. 
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Рисунок 18 - Схема розташування комплексів дихального ланцюга

Робота дихального ланцюга приводить до синтезу молекул АТФ – це окисне фосфорилювання, механізми якого будуть розглянуті нижче. Між тим необхідно звернути увагу на те, що для синтезу 1 молекули АТФ потрібно приблизно 32 кДж/моль енергії. Така енергія виділяється в разі якщо різниця окисно-відновного потенціалу між переносниками в дихальному ланцюзі становить не менше 260 мВ. 
Було встановлено, що в електрон-транспортному ланцюзі існують три ділянки з таким перепадом окисно-відновного потенціалу і вони відповідають комплексам I, II та IV. Ці ділянки були названі пунктами спряження з окисним фосфорилюванням, тобто при транспорті електронів через ці ділянки виділяється достатньо енергії для синтезу молекули АТФ (рис. 17). 
Електрони, що транспортуються з НАДН.Н+, проходять три пункти спряження, тобто виділяється достатня кількість енергії для синтезу 3 молекул АТФ. Перенесення електронів з ФАДН2 відбувається лише через два пункти спряження          (рис. 16), тому можливий синтез лише 2 молекул АТФ. Саме тому завжди реалізація енергії НАДН.Н+ супроводжується синтезом 3 АТФ,  для ФАДН2 – 2 АТФ.
4.3. Інгібітори дихального ланцюга

Робота дихального ланцюга може бути інгібована під дією різноманітних клітинних отрут, які взаємодіють з білками-переносниками та порушують транспорт електронів:
· Інгібітори I комплексу — барбітурати (амітил, секонал), ротенон, пієрицидин А.
· Інгібітор II комплексу — малонат.

· Інгібітор III комплексу — антиміцин А.

· Інгібітори IV комплексу — Н2S, цианіди, СО.
Наявність у клітині вказаних інгібіторів призводить до розвитку гіпоенергетичного стану, що, в свою чергу, в деяких випадках може призвести до загибелі клітини.

4.4. Хеміосмотична теорія Мітчелла (теорія окисного фосфорилювання)

Пояснення механізмів спряження роботи дихального ланцюга та синтезу АТФ було запропоноване англійським біохіміком Пітером Мітчеллом у 1961 році, яке потім знайшло експериментальне підтвердження у роботах багатьох дослідни-ків. За винайдення механізмів окисного фосфорилювання П. Мітчелл у 1978 році отримав Нобелівську премії в галузі хімії («За внесок у розуміння процесу перенесення біологічної енергії, який зроблений завдяки створенню хеміосмотичної теорії»). 
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Рисунок 19 - Спряження роботи дихального ланцюга із синтезом АТФ (за теорією П.Мітчелла)
Основними постулатами теорії Мітчелла є таке (рис. 19):

1) внутрішня мембрана мітохондрій непроникна для іонів та малих молекул (за винятком молекул води);

2) дихальний ланцюг працює як «помпа», що викачує протони з матриксу в міжмембранний простір – рух 2 електронів від субстрату на кисень призводить до перенесення 8-10 Н+ (протони транспортуються через I, III та IV комплекси) через мембрану;

3) робота дихального ланцюга створює електрохімічний градієнт протонів (∆μН+), оскільки вони вільно через внутрішню мітохондріальну мембрану повернутися в матрикс не можуть і будуть накопичуватись у міжмемб-ранному просторі; ∆μН+ - це проміжна форма зберігання енергії окиснення субстратів;

4) енергію протонного градієнта використовує Н+-АТФ- синтаза (V комплекс) для синтезу АТФ, коли через одну з її субодиниць протони повертаються в матрикс;
5) існують сполуки - роз’єднувачі окисного фосфорилю-вання, які порушують електрохімічний градієнт протонів і знижують ефективність роботи Н+-АТФ-синтази.
На рис. 20 наведена структура протонної АТФ-синтази (Н+-АТФ-синтази, Н+-АТФ-аза), яка безпосередньо використовує енергію протонного градієнта, що був створений дихальним ланцюгом, для синтезу АТФ.
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Рисунок 20 - Структура Н+-АТФ-синтази
Протонна АТФ-синтаза – це олігомерний білок, який вмонтований у внутрішню мембрану мітохондрії і за будовою нагадує гриб (рис. 19). Вона містить дві субодиниці:
Fo – протонний канал (о - від «олігоміцин»); лише через цей канал протони можуть повернутися в матрикс;

F1 – фермент, який використовує енергію, що вивільняється при транспорті протонів через Fo  для синтезу АТФ з АДФ та Фн.


П.Мітчелл у своїй теорії теоретично віддав функцію спряження окиснення та фосфорилювання саме Н+-АТФ-азі. Експериментальне піддтердження цей факт знайшов у працях Джона Уокера та Пола Бойера, які за «З’ясування ензимного механізму, що лежить в основі синтезу аденозин-фосфату» в 1997 році отримали Нобелівську премію з хімії.

На сьогодні відомо, що при транспорті протонів через Fo-субодиницю відбуваються конфірмаційні зміни в активному центрі F1-субодиниці, які призводять до її активації і відповідно до синтезу АТФ та її вивільнення. Молекули АТФ, що синтезуються, транспортуються у цитозоль за допомогою транслокази. 
Для синтезу молекули АТФ, її вивільнення та транспорту у цитозоль потрібна енергія 4 протонів (40% цієї енергії іде на синтез АТФ, 60% виділяється у вигляді тепла).

Кількість молекул неорганічного фосфату, яке перейшло у зв’язану форму (тобто у АТФ) у перерахунку на один атом кисню має назву коефіцієнт окисного фосфорилювання і позначається Р/O (коефіцієнт фосфорилювання). 
Коефіцієнт Р/O чисельно дорівнює кількості молекул АТФ, що синтезувалися в результаті транспорту 2 ē на один атом кисню. Тому для субстратів, що окислюються під дією НАД-залежних дегідрогеназ Р/O= 3 (наприклад, для пірувату,  α-кетоглутарату, ізоцитрату, малату). Для субстратів, які окислюються за допомогою ФАД-залежних дегідрогеназ, цей коефіцієнт дорівнює 2 (наприклад, для сукцинату, ацил-КоА, гліцерил-3-фосфату).
4.5. Інгібітори та роз’єднувачі окисного фосфорилювання

Робота протонної АТФ-синтази може бути порушена за наявності в клітині сполук – інгібіторів окисного фосфорилювання. Так, наприклад, олігоміцин пригнічує роботу Fo субодиниці і, таким чином, робить неможливим використання енергії протонного градієнта для синтезу АТФ.


Деякі речовини роз’єднують окиснення та фосфорилювання, тому мають назву роз’єднувачів окисного фосфорилювання. Ці сполуки ліпофільні, легко дифундують через внутрішню мембрану мітохондрій, можуть зв’язувати протони та переносити їх у матрикс за градієнтом концен-трацій Н+ (тому вони належать до сполук протонофорів). 
У разі наявності в клітині роз’єднувача окиснення субстратів відбувається дуже активно, дихальний ланцюг мітохондрій працює і намагається створити електрохімічний градієнт протонів, але цього не відбувається. Пояснення в тому, що молекули роз’єднувача захоплюють протони з міжмемб-ранного простору і транспортують їх у матрикс. За таких умов окиснення субстратів не приводить до створення протонного градієнта і, відповідно, до синтезу АТФ. Енергія окиснення перетворюється в теплову енергію, тобто коефіцієнт окисного фосфорилювання знижується і спостерігається виділення тепла (пірогенна дія).
Класичним прикладом роз’єднувача є 2,4-динітрофенол:
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Крім 2,4-динітрофенолу до синтетичних роз’єднувачів потрібно віднести деякі похідні вітаміну К, анестетики, антибіотики валіноміцин та граміцидин, ацетилсаліцилову кислоту, гербіциди. До природних роз’єднувачів належать продукти перикисного окиснення ліпідів, довголанцюгові жирні кислоти, великі дози териоїдних гормонів. 

Саме тому в людей, які хворіють на гіпертиреоз спостерігається підвищення температури тіла, активне окиснення субстратів і тому, незважаючи на підвищений апетит, вони втрачають вагу. Відомо також, що в разі купання у холод-ній воді в організмі людей-моржів спостерігається підсилена секреція тиреоїдних гормонів, що, у свою чергу, дозволяє підсилити термопродукцію і покращити терморегуляцію .
Прикладом природного роз’єднання також може бути робота білка термогеніну, який знаходиться у внутрішній мембрані мітохондрій бурої жирової тканини. Цей білок є протонним каналом, через який транспортуються протони у матрикс і тому робота дихального ланцюга не може створити необхідний електрохімічний градієнт протонів для синтезу АТФ. Тому активне окиснення субстратів бурою жировою тканиною призводить до генерації теплової енергії. 
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4.6. Дихальний контроль

Процес синтезу АТФ залежить від енергетичного статусу клітини, який, у свою чергу знаходить своє вираження у кількісному співвідношенні АТФ/АДФ. При зростанні потреб клітини в енергії підвищується концентрація АДФ і значення цього співвідношеня знижується. Це супроводжується активацією тканинного дихання і, відповідно, окисного фосфорилювання.
Процес залежності дихання клітин від вмісту аденілових нуклеотидів був вивчений in vitro. Результати дослідження показали, що за наявності в середовищі всіх компонентів, за винятком АДФ, поглинання кисню клітиною не відбувається. Внесення в інкубаційну суміш АДФ стимулює дихання, активність якого знижується при зростанні концентрації АТФ. Швидкість дихання знижується до нуля, коли вся АДФ перетворюється в АТФ. Тому залежність роботи дихального ланцюга від  співвідношення АТФ/АДФ отримала назву дихальний контроль. Механізм дихального контролю відрізняється високою точністю і швидко реагує навіть на невеликі зміни концентрацій АТФ та АДФ. Незначне підвищення концентрації АДФ призводить до активації дихання та фосфорилювання.

Зниження синтезу АТФ призводить до розвитку гіпоенергетичного стану в організмі. Синтез АТФ знижується при:

1) гіпоксії;

2) голодуванні, дефіциті деяких вітамінів (В1, В2, РР) та мінералів (Fe, Cu);
3) наявності інгібіторів дихального ланцюга та інгібіторів окисного фосфорилювання;

4) наявності роз’єднувачів окиснення та фосфорилювання.

АТФ не депонується в клітинах організму, постійно відбу-вається синтез та розпад молекул цього нуклеозидтрифосфату. Загальний вміст АТФ в організмі - 30-50 г, але час «життя» молекули АТФ – менше 1 хв. За добу в організмі людини синтезується та розщеплюється 40-60 кг АТФ.
5. Шляхи використання кисню в організмі


В організмі людини існує чотири типи шляхів (відповідно реакцій)  використання кисню:

1.  Оксидазний шлях
Реакції цього шляху використовують 80-90%  усього кисню, який споживає організм. Усі процеси, описані вище і стосуються аеробного розщеплення основних паливних молекул до води та СО2 з утворенням АТФ, належать саме до цього шляху.
2. Оксигеназний шлях
Споживання кисню в реакціях цього шляху знаходиться в межах 8-12% . Цей тип окиснення субстратів не пов'язаний з синтезом АТФ. Ферменти, які каталізують відповідні реакції, мають назву оксигенази. 

Оксигенази – це ферменти класу оксидоредуктаз. Залежно від кількості атомів кисню, які входять до молекули субстрату під дією оксигеназ, виділяють монооксигенази та диоксигенази. Монооксигенази є гідроксилазами – вони вводять до складу субстрату один атом кисню (гідроксилюють субстрат), другий  - відновлюється до молекули води:
SH + O2 + НАДФН⋅Н+ → S-OH + H2O + НАДФ+.
Диоксигенази включають обидва атоми кисню в молекулу субстрату:
S + O2 → SO2.
Оксигенази є гемовмісними білками, які знаходяться у мік-росомальній фракції печінки (ендоплазматичному ретикулумі), наднирниках тощо. Найбільш поширені монооксигенази. Ці ферменти зазвичай беруть участь у синтезі, біотрансфор-мації та розпаді метаболітів. Функціонування монооксигеназ надає анаболічної функції кисню, тому що він не використовується з метою окиснення субстратів і синтезу АТФ. Кисень включається в процеси перетворення субстратів і його введення в структуру молекул змінює фізико-хімічні та біологічні властивості сполук. 
Основною монооксигеназою організму є цитохром Р450, який гідроксилює субстрати, такі як холестерол (при синтезі жовчних 
кислот та стероїдних гормонів), лікарські сполуки (при їх інактивації в печінці), різноманітні ксенобіотики та ендогенні токсичні речовини (при їх знешкодженні в печінці) тощо. Окиснення, яке відбувається за участі цитохрому  Р450, має назву мікросомальне окиснення.
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Рисунок 21 – Електрон-транспортні ланцюги мікросомального окиснення: I система – НАДФН-цитохром Р450 редуктазна; 

        II система – НАДН-цитохром b5 редуктазна.

Мікросомальне окиснення відбувається за участі електрон-траспортних ланцюгів, які містять білки-переносники, що вбудовані в мембрани. Існують два ланцюги (на рис. 20 – системи):

I – до складу входить два ферменти: НАДФН⋅Н+-цитохром Р450 редуктаза та цитохром Р450. НАДФН⋅Н+-цитохром Р450 редуктаза містить два коферменти ФАД та ФМН, які беруть участь у транспорті електронів з НАДФН⋅Н+ на цито-хром Р450 (рис. 22). Цитохром Р450 каталізує гідроксилювання субстратів.
II – містить фермент НАДН-цитохром b5 редуктазу та цитохром b5. Коферментом НАДН-цитохром b5 редуктази є ФАД, який бере участь у транспорті електронів з НАДН⋅Н+ на цитохром b5 (рис. 23). Наступним акцептором електронів може бути десатураза (цей фермент вводить подвійний зв'язок у структуру жирних кислот) або цитохром Р450 (рис. 21).
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Рисунок 22 - Схема електрон-транспортного ланцюга НАДФН-цитохром Р450 редуктазної системи
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Рисунок 23 - Схема електрон-транспортного ланцюга НАДН-цитохром b5 редуктазної системи


Цитохром Р450 належить до групи гемопротеїнів, які можуть зв’язувати СО. Саме після зв’язування з монооксидом вуглецю цей цитохром має максимум поглинання світла при довжині хвилі 450 нм і тому отримав назву Р450. Печінка та нирки містять різний ізоферментний спектр цього цитохрому.  На сьогодні відомо приблизно 150 генів цитохрому Р450. 

Група цитохромів Р450 має низьку субстратну специфічність – вони можуть каталізувати гідроксилювання різноманітних сполук і тому їх називають оксидазами мішаної функції. 
Синтез цитохрому Р450 може бути індукований різноманітними сполуками – індукторами. Відомо приблизно 250 хімічних речовин, які індукують синтез ферментів мікросомального окиснення (барбітурати, спирти, кетони, деякі стероїди).

3. Пероксидазний шлях
Це шлях відновлення кисню до пероксиду водню або супероксидного аніон-радикалу за допомогою флавопротеїнів, які здатні до аутоокиснення, наприклад, ксантиноксидаза, алкогольдегідрогеназа та ін. Це відбувається при аутоокисненні гемоглобіну, фередоксинів, гідрохінонів, які відновлені цитохромом b5, біогенних амінів, амінокислот. 
Цей шлях є побічним шляхом окиснення, зазвичай спостерігається під час виходу з ладу цитохромної системи або коли субстрат не окислюється іншим шляхом (наприклад, сечовина).

При активації цього шляху велика кількість перекису водню та супероксидного аніон-радикалу стає небезпечною для клітин і тому знешкоджується за допомогою спеціальних ферментатив-них систем антиоксидантного захисту.

4  Вільнорадикальне окиснення
Реакції цього шляху відбуваються під дією активних форм кисню (АФК), які містять неспарений електрон і тому є високореакційноздатними – можуть окислювати різноманітні сполуки в організмі і тим самим пошкоджують їх структуру. АФК є агресивними молекулами по відношенню до білків, нуклеїнових кислот і, що саме головне, до ліпідів біомембран. Вони запускають ланцюговий процес перекісного окиснення ліпідів (ПОЛ), що призводить до руйнації мембранних структур. 
До АФК належать:
        - супероксид-аніон (супероксидний аніон радикал)  ([image: image48.jpg]


); 
        - перекис водню (Н2О2);
        - гідроксильний  радикал (ОН•);
        - синглетний кисень (1О2);
        - NO радикал (NO∙).

АФК утворюються як бічні продукти роботи дихального ланцюга при неповному відновленні кисню. Повне відновлення кисню супроводжується акцепцією 4 електронів і утворенням ендогенної води. В разі, коли кількість електронів, які транспортуються на кисень, менша, утворюються АФК:
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Крім того, ці форми кисню, насамперед супероксидний аніон радикал, можуть утворюватися при функціонуванні деяких ферментів (рис. 24).

[image: image50.png]HAT(®) oxcunasa,





Рисунок 24 – Утворення, знешкодження та використання АФК: 

СОД – супероксиддисмутаза;

МПО – мієлопероксидаза.
Відомо, що 2-5% кисню,  який поглинає організм, перетворюється саме в ці активні молекули, найбільш реакційно здатною з яких є гідроксильний радикал – він може окислити будь-яку молекулу в організмі.
Утворення NO радикала (NO∙) та подальша його взаємодія з супероксидним аніон радикалом призводять до утворення пероксинітриту (ONOO-), який у незначній кількості може виконувати функцію вазодилятатора, а при високій концентрації  викликає ушкодження клітин. 
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Утворення АФК відбувається постійно в клітинах організму і є звичайним метаболічним процесом. Постійним джерелом АФК є макрофаги, які використовують супероксидний радикал для боротьби із чужорідними організмами (вірусами, бактеріями, злоякісними клітинами). На рис. 24 схематично показано, що супероксидний аніон радикал поступово під дією ферментів СОД та МПО перетворюється у гіпохлорну кислоту, яка є сильним оксидантом і здатна руйнувати чужорідні клітини. Далі гіпохлорна кислота під час реакції з перекисом водню може продукувати синглетний кисень та воду.
Вільнорадикальне окиснення є необхідним для утворення біорегуляторів (простагландинів, лейкотрієнів, тромбоксанів) з арахідонової кислоти. 

Лише 2% АФК використовується організмом у процесах, корисних для організму. Решта (98%) АФК має руйнівну дію і може пошкоджувати різні клітинні структури.   
Негативний вплив АФК пов'язаний з їх здатністю стимулювати утворення органічних пероксидів (ROOH). Цей процес отримав назву перекисне окиснення.
АФК найбільш активно атакують ненасичені жирні кислоти, що знаходяться у складі фосфоліпідів біомембран. Як було зазначено вище, найбільшу окислювальну здатність має гідроксильний радикал, і саме тому  він ініціює ланцюг вільно-радикального окиснення. Гідроксильний радикал забирає водень у СН2-групи поліненасиченої жирної кислоти  у складі фосфоліпіду і, таким чином, утворюється ліпідний радикал (L∙).
Розвиток ланцюга відбувається шляхом приєднання кисню:

 L • + О2 → LOO •
LOO• + LH → LOOM + LR•.

У результаті утворюються ліпідний пероксирадикал LOO• та пероксид ліпіду LOOH (рис. 24).  

Радикали, що утворюються, мають високу реакційну здатність – кожний радикал здатний генерувати утворення декілька нових радикалів. Таким чином, виникає ланцюгова реакція перекисного окиснення ліпідів.


Одним із кінцевих продуктів ПОЛ є малоновий діальдегід:
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Визначення концентрації цієї сполуки у крові є важливим показником активності ПОЛ та служить маркером ендогенної інтоксикації при серцево-судинних захворюваннях, діабеті, атеросклерозі тощо.

Ланцюг вільнорадикального окиснення може бути обірваний як за рахунок взаємодії радикалів один з одним, так і в реакціях із компонентами антиоксидантної системи клітини (наприклад, вітаміном Е):

LOO• + L• → LOOH + LH;

L• + вітамін E → LH + вітамін E•;

вітамін E• + L• → LH + вітамін Еокисл.
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Рисунок 25 - Механізм розвитку вільнорадикальної реакції ПОЛ

Накопичення АФК та активація перекисного окиснення призводять до низки негативних наслідків у клітині:

1) порушенням рідинно-кристалічної структури ліпопроте-їнів мемебран;
2) зниження міцності та порушення структури мембран клітини, в тому числі мітохондріальної мембрани;

3) структурно-функціональні порушення ферментативних систем дихання та оксидоредуктаз;

4) порушення ферментативних систем синтезу АТФ;

5) ушкодження транспортних мембранних систем;

6) гальмування процесів синтезу білків, нуклеїнових кислот, тощо;

7) руйнація лізосом та вивільнення лізосомальних гідролітичних ферментів;

8) накопичення продуктів неповного окиснення субстратів з можливим подальшим розвитком ацидозу;

9) інактивація деяких коферментів (глутатіону, ліпоєвої кислоти).

6. Антиоксидантна система організму
Антиоксидантна система (АОС) – це потужний механізм, що запобігає розвитку лавиноподібних вільно-радикальних та перекисних реакцій в організмі. Ця система клітин організму діє завдяки наявності сполук - антиоксидантів, у складі яких міститься рухливий атом водню, що не дуже міцно з’єднаний з вуглецем (С-Н) або сіркою (S-Н). У результаті реакцій молекул антиоксидантів та вільних радикалів утворюються радикали антиоксидантів, які не є потужними окисниками й не можуть продовжувати перебіг вільно-радикальних реакцій окиснення, тобто вони обривають ці ланцюги. Радикали молекул-антиоксидантів виводяться у вигляді кінцевих продуктів, що є результатом взаємодії з молекулами інших антиоксидантів. 
Антиоксиданти можуть знешкоджувати вільні радикали ще до моменту реалізації їх руйнівної дії.

Таким чином основним завданням антиоксидантної системи є зменшення кількості вільних радикалів до мінімально можливого рівня.


Усі компоненти антиоксидантної системи організму умовно поділяють на декілька груп:

1) ферменти АОС;

2) макромолекулярні неферментні сполуки;
3) низькомолекулярні неферментні сполуки (жиророз- чинні та водорозчинні антиоксиданти).

Ферменти АОС стоять на першій лінії захисту  організму від шкідливої дії вільних радикалів. До них належать:
· супероксиддисмутаза (СОД);

· каталаза;

· глутатіонпероксидаза.

Супероксиддисмутаза – металофермент, який має три ізоферментні форми, що містять різні іони металів зі змінною валентністю. СОД, що містить магній, знаходиться у мітохондріях, мідьвмісна СОД – у цитозолі, цинк містить ендотеліальна СОД. Цей фермент каталізує реакцію інактивації супероксидного аніон радикала:
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 + 2H+ → H2O2 + O2.
У разі збільшення кількості супероксидного радикала відбувається індукція синтезу молекул СОД.

Каталаза – гемовмісний фермент, що знаходиться переважно в пероксисомах (незначна активність спостерігається також у ЕПР та цитозолі) клітин печінки (найбільша активність), нирок, еритроцитів. Цей фермент перешкоджає накопиченню перекису водню:
2Н2О2 → 2 Н2О + О2.

Каталазу відносять до ферментів з найбільшою активністю – вона здатна розщепити 44 000 молекул H2O2 за секунду. Активність каталази може бути знижена при дефіциті вітамінів (тіаміну, рибофлавіну, пантотенової кислоти, біотину, фолієвої кислоти тощо), надлишку деяких амінокислот (метіоніну, тирозину, цистеїну) та мінералів (міді, цинку).
Ферментативна пара СОД та каталаза дуже потужна і практично повністю виключає можливість вільно-радикальних реакцій, але дія різноманітних факторів внутрішнього та навколишнього середовища можуть знижувати їх ферментативну активність. Саме тому дія цих ферментів АОС не  гарантує 100% захист клітин від вільних радикалів.
Глутатіонпероксидаза – фермент, що містить селен і для своєї роботи потребує наявності трипептиду глутатіону (GSH). Фермент використовує глутатіон для відновлення перекису водню (H2O2) та ліпідних гідроперекисів (LOOH) до нейтральних малотоксичних сполук:

H2O2 + 2GSH → GS-SG + 2H2O;

LOOH + 2GSH → GS-SG + LOH + H2O.

Далі окиснена форма глутатіону (GS-SG)  відновлюється за допомогою глутатіонредуктази:
GS-SG + НАДФН → 2GSH - НАДФ+.

Робота глутатіонпероксидази може бути пригнічена в разі алементарного дефіциту селену. Цей мікроелемент переважно накопичуєтся у злакових культурах. У разі вирощування рослин на ґрунтах з низьким вмістом цього елемента (наприклад, у деяких регіонах України, Фінляндії, Китаю, Нової Зеландії) надходження в організм людини селену зменшується, що може мати негативні наслідки для роботи АОС та стану здоров’я людини взагалі. Дефіцит селену в організмі призводить до розвитку аліментарної м’язової дистрофії, кардіоміопатії, підвищує ризик розвитку інфаркту міокарда тощо.

Відомо, що в еритроцитах у разі високої швидкості утворення H2O2 переважає активність глутатіонпероксидази, а при низькій швидкості  утворення – каталази.

Макромолекулярні неферментні сполуки АОС – це білки, що беруть участь у транспорті та зв’язуванні іонів металів зі змінною валентністю -  заліза, міді, селену, кобальту (трансфе-рин, феритин, церулоплазмін, гаптоглобін, транскобаламін). 
Церулоплазмін
Цей мідьвмісний білок крові є універсальним позаклітинним гасником вільних радикалів. Церулоплазмін має су пероксид-дисмутазну активність і, таким чином, захищає ліпіди мембран від окиснення. Важливою функцією церулоплазміну є знешкод-ження вільних радикалів, що генеруються та вивільняються у кров макрофагами під час фагоцитозу. Крім того, цей білок інактивує вільні радикали, які утворюються у місцях запалення.

Опосередкована антиоксидантна дія цитохрому пов’язана з транспортом міді від печінки до тканин. Активність такого клітинного ферменту АОС як супероксиддисмутаза залежить від наявності саме цього мікроелемента.


Низькомолекулярні неферментні сполуки АОС поділяють на дві групи:

1. Жиророзчинні, які ще називають «істинними» (інактивують вільні радикали).
2. Водорозчинні, які належать до допоміжних антиоксидантів (у тому числі відновлюють «істинні» антиоксиданти).

Жиророзчинні антиоксиданти – це токофероли, вітаміни А, каротиноїди, убіхінон, флавоноїди, стероїдні гормони та ін.

Токофероли
Серед токоферолів найбільш активним антиоксидантом є    α-токоферол. Молекули вітаміну Е знаходяться в ліпідному шарі плазматичних мембран, внутрішній мембрані мітохондрій, мембранах інших органел клітини, що забезпечує захист мембранних структур від ушкодження та руйнації під дією вільних радикалів. Цей вітамін ефективно прериває ланцюги вільнорадикальних реакцій, тому токоферол відносять до головного жиророзчинного антиоксиданта клітини.

Механізм антиоксидантної дії вітаміну Е полягає у тому, що його молекули віддають атом водню вільному радикалу пероксиду ліпіду (LOO•) і  відновлюють його до гідропероксиду (LOOH). Таким чином зупиняється розвиток ланцюга реакцій ПОЛ (рис. 25).
Токоферол є важливим фактором захисту від різноманітних ушкоджувальних факторів, у тому числі гемолітичних отрут.

Було встановлено, що in vitro вітамін С відновлює окислену форму токоферолу, але in vivo факт такої взаємодії вітамінів не доведений. Вітамін Е також взаємодіє з іншими компонентами АОС. Так, наприклад, він відіграє важливу роль в обміні   селену – складової частини глутатіонпероксидази.

Вітамін А та каротиноїди
Молекула ретинолу містить спряжені подвійні зв’язки, що дозволяє йому взаємодіяти з вільними радикалами різних типів і бути ефективним антиоксидантом. Антиоксидантна дія вітаміну А також пояснюється тим, що він забезпечує захист сульфгідрильних груп та перетворення їх у дисульфідні. Вказана властивість досить суттева для роботи АОС, оскільки значна кількість сполук, що містять SH-групи, мають антиоксидантні властивості. Крім того, цей вітамін нормалізує структурно-функціональні властивості біомембран.

Вітамін А взаємодіє з іншими компонентами АОС. Разом з токоферолом та вітаміном С він активує включення селену до складу глутатіонпероксидази. 
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Рисунок 26 – Механізм антиоксидантної дії вітаміну Е
Токоферол запобігає прояву прооксидантних властивостей вітаміну А, тому що здатний захищати подвійні зв’язки ретинолу від окиснення та утворення високоактивних вільнорадикальних продуктів. 

Спряжені подвійні зв’язки, що забезпечують антиоксидантні властивості, містяться також у структурі молекул каротиноїдів, найбільш активним з яких є β-каротин. Антиоксидантна властивість β-каротину приблизно у 5 разів вища, ніж у ретинолу. Цей каротиноїд здатний інактивувати синглетний кисень, супероксидний аніон радикал, перекис водню. Вважають, що β-каротин є найбільш потужним «гасником» саме синглетного кисню. Він також є активним синергістом дії вітаміну Е як мембранний антиоксидант.

Убіхінон (коензим Q)
За хімічною будовою цей жиророзчинний антиоксидант схожий на вітаміни Е та К. Антиоксидантна дія коферменту обумовлена його відновленою формою (QH2), активність якої втричі більша, ніж невідновленої. Цей кофермент, як і вітамін Е, інактивує вільні радикали фенольного типу, безпосередньо реагує з перекисними радикалами, зменшує їх кількість у клітині та стабілізує мембрани. Убіхінон підключається до роботи АОС в разі значного використання вітаміну Е. Крім того він здатний відновлювати антиоксидантну активність токоферолів.
Убіхінон входить до п’ятірки антиокисників, що захищають клітини мозку від ПОЛ та перешкоджають руйнації нейронів. Саме загибель нейронів є причиною таких дегенеративних захворювань, як хвороби Паркінсона та Альцгеймера. Як було зазначено вище, вміст убіхінону в організмі з віком зменшується і все більша його кількість використовується для знешкодження вільних радикалів, у тому числі й у мозку.
Стероїдні гормони

Серед стероїдних гормонів антиоксидантні властивості мають естрогени. Ці ліпофільні сполуки мають найбільшу антиоксидантну активність у ті періоди циклу, коли їх кількість в організмі жінки найбільша. Естрогени підтримують струк-турно-функціональні властивості мембран, регулюють мікросо-мальне окиснення, підтримуючи активність монооксигеназ. 
Флавоноїди
До цих неферментних антиоксидантів належать як ліпофільні, так і водорозчинні фенольні сполуки рослин, які є компонентами їжі людини і віднесені до групи вітаміну Р. На сьогодні відомо понад 6500 флавоноїдів. Найбільший їх вміст у цитрусових, зеленому чаї, червоному вині, чорному шоколаді, цибулі тощо.
Одними з найбільш потужних флавоноїдів-антиоксидантів є катехіни. Наприклад, у зеленому чаї міститься епігалокатехін (EGC), антиоксидантна активність у 25-100 разів більша, ніж вітамінів С та Е. 
З антиоксидантними властивостями пов’язують важливу роль флавоноїдів у профілактиці серцево-судинних та онколо-гічних захворювань, а також радіопротекторну дію.


Водорозчинні антиоксиданти – це вітамін С, глутатіон, карнозин, сечова кислота тощо.

Вітамін С (аскорбінова кислота)
Аскорбінова кислота надходить в організм із їжею, в тому числі у вигляді окисленої форми дегідроаскорбінової кислоти. Системи «аскорбінова кислота-дегідоаскорбінова кислота» є окисно-відновною парою, яка здатна приєднувати та віддавати протони та електрони. Антиоксидантна дія вітаміну С насам-перед полягає в тому, що його молекули здатні реагувати з супероксидним аніон радикалом, перекисом водню, гідроксиль-ним аніон радикалом та інактивувати їх. Аскорбінова кислота також нейтралізує окисники, що надходять із забрудненим по-вітрям (NO, вільні радикали сигаретного диму), та перешкоджає пероксидації холестеролу ЛПНЩ і, таким чином, запобігає прогресуванню атеросклерозу. Крім того, аскорбінова кислота є потужним синергістом дії токоферолів та каротинів. Так, відомо, що вона відновлює окислену форму вітаміну Е і таким чином підтримує його необхідну концентрацію у мембранах.
Глутатіон
Для роботи АОС важливими сполуками є ті, що містять сульфгідрильні групи (SH-). Глутатіон – трипептид (Глу-Цис-Глі), що міститься у всіх клітинах організму і належить до основного мобільного фонду сульфгідрильних груп. Антиокси-дантна властивість глутатіону пов’язана з роботою таких ферментів, як: глутатіонпероксидаза (містить селен) та глутаті-онредуктаза. Глутатіон є кофактором глутатіонпероксидази, яка відновлює перекиси ліпідів та перекис водню і захищає клітинні структури від окиснення. Участь глутатіону (G-SH) у функ-ціонуванні глутатіонпероксидази наведена у такій реакції:
2GSH + H2O2 → GS-SG + 2H2O.

GS-SG – це дисульфід глутатіону, що утворюється після відновлення перекису водню.

Далі глутатіонредуктаза відновлює окислений глутатіон:

GS-SG + НАДФН + H+ → 2 GSH + НАДФ+.

Карнозин
Цей дипептид, що містить гістидин та β-аланін, також належить до природних регуляторів вільнорадикальних процесів. Карнозин виявлений у мозку, скелетних м’язах, серці. Антиоксидантні властивості карнозину обумовлені його здатністю нейтралізувати активні форми кисню та взаємодіяти з продуктами вільнорадикального окиснення. Молекули цього дипептиду можна вважати «пастками» пероксильних та гідроксильних радикалів, синглетного кисню. Карнозин здатний також нейтралізувати гіпохлорит-аніон шляхом утворення з ним стабільних хлорамінових комплексів.
Додаток А
(обов’язковий)
Таблиця А.1 - Нормальні лабораторні показники.
Біохімічні дослідження крові (плазма, сироватка) 
	Показник обміну білків

	Показник
	Норма

	1
	2

	Загальний білок
	65-85 г/л

	Альбуміни
	35-50 г/л (52-65%)

	Глобуліни
	23-35 г/л (35-48%)

	А/Г – коефіцієнт
	1,2-2,0

	Гемоглобін
	Чоловіки: 135-180 г/л;
жінки: 120-140 г/л

	Імуноглобуліни:
	

	ІgD
	0-0,15 г/л

	ІgG
	50-112,5 мкмоль/л

	ІgM
	0,6-2,5 мкмоль/л

	ІgA
	5,6-28,1 мкмоль/л

	ІgE
	0,3-30 нмоль/л

	Азот залишковий (небілковий)
	14,28-25 ммоль/л

	Сечовина, сироватка
	3,33-8,32 ммоль/л

	Креатинін
	53-106,1 мкмоль/л

	Креатин
	Чоловіки: 
15,25-45,75 мкмоль/л;
жінки:
 45,75-76,25 мкмоль/л

	Сечова кислота
	Чоловіки: 
0,12-0,38 мкмоль/л;
жінки: 0,12-0,46 мкмоль/л

	Білірубін
	Загальний: 8,5-20,5 мкмоль/л;
непрямий: 1,7-17,1 мкмоль/л;
прямий: 0,86-5,1 мкмоль/л


Продовження таблиці А.1
	Показник обміну ліпідів

	1
	2

	Ліпіди (загальний вміст)
	5-7 г/л

	Тригліцериди
	0,59-1,77 ммоль/л

	Холестерин загальний
	2,97-8,79 ммоль/л

	Ліпопротеїди:
	

	дуже низької щільності (пребета-ліпопротеїди)
	1,5-2,0 г/л 
(90,63 -  0,69 ммоль/л)

	низької щільності (β-ліпопротеїди)
	3-4,5 г/л  
(3,06-3,14 ммоль/л)

	високої щільності (α-ліпопротеїди)
	1,25-6,5 г/л 
(1,13-1,15 ммоль/л)

	Хіломікрони
	0-0,5 г/л (0-0,1 ммоль/л)

	Фосфоліпіди загальні
	1,98-4,71 ммоль/л

	Жирні кислоти (загальні)
	9,0-15,0 ммоль/л

	Показники обміну вуглеводів

	Глюкоза крові
	3,3-5,5 ммоль/л

	Глікозильований гемоглобін
	4-7%

	Молочна кислота 
(у венозній крові)
	0,56-1,67 ммоль/л

	Піровиноградна кислота
	45,6-114,0 мкмоль/л

	Сіалові кислоти
	2,00-2,36 ммоль/л

	Неорганічні компоненти

	Залізо крові
	8,53-28,06 мкмоль/л

	Калій крові (плазма)
	3,8-5,2 ммоль/л

	Натрій крові (плазма)
	138-217 ммоль/л

	Кальцій крові (плазма)
	0,75-2,5 ммоль/л

	Магній (плазма)
	0,78-0,91 ммоль/л

	Фосфор (неорганічний), сироватка
	0,646-1,292 ммоль/л

	Хлориди крові
	97-108 ммоль/л

	Ферменти

	Альдолаза
	0,2-1,2 ммоль/(година∙л)

	Лактатдегідрогеназа (ЛДГ)
	< 7 ммоль/(година∙л)


Продовження таблиці А.1
	1
	2

	Альфа-амілаза (діастаза) крові
	12-32 г/(година∙л)

	Аспартатамінотрансфераза (АСТ)
	0,1-0,45 ммоль/(година∙л)

	Аланінамінотрансфераза (АЛТ)
	0,1-0,68 ммоль/(година∙л)

	Холінестераза
	160-340 ммоль/(година∙л)

	Лужна фосфатаза
	0,5-1,3 ммоль/(година∙л)

	Креатинкіназа
	0,152-
0,305 ммоль/(година∙л)

	Креатинфосфокіназа (КФК), сироватка
	До 1,2 ммоль Р/ч.л

	Ліпаза
	0,4-30 ммоль/(година∙л)

	Біохімічні показники сечі

	Білок загальний
	45,0-75,0 мг/добу

	Калій
	38-77 ммоль/добу

	Кальцій
	2,5-7,5 ммоль/добу

	Кліренс креатиніну
	Чоловіки: 97-137 мл/хв;
жінки: 88-128 мл/хв

	Сечова кислота
	1,48-4,43 ммоль/добу

	Натрій
	Коливається залежно від дієти

	Оксалати
	90-445 мкмоль/л

	Хлориди
	4,1-13,7 мкмоль/добу

	17-кетостероїди
	Чоловіки: 
27,7-79,7 мкмоль/добу;
жінки:
17,4-55,4 мкмоль/добу

	17-оксикортикостероїди
	0,11-0,77 мкмоль/добу

	Альфа-амілаза (діастаза) в сечі
	28-160 г/(година∙л)

	Креатинін сечі
	Чоловіки: 
6,8-17,6 ммоль/добу;
жінки: 
7,1-15,9 ммоль/добу

	Сечовина
	30 г/добу
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Метаболізм (обмін речовин) – сукупність біохімічних перетворень в організмі, які забезпечують необхідними речовинами та енергією, що необхідні для його життєдіяльності. 








Метаболічний шлях – послідовність біохімічних перетворень, пов’язаних зі специфічним перетво-ренням сполук у не обхід-ні продукти.





Метаболіти – проміжні продукти метаболічного шляху.





Головні метаболічні шляхи – біохімічні перетворення, що пов’язані з розпадом та синтезом найбільш важливих сполук і є загальними для більшості живих організмів.





Специфічні метаболічні шляхи – біохімічні перетворення окремих індивідуальних сполук, які є специфічними для певного виду обміну.





Анаболізм (anabole – від грец. підйом)  – сукупність біохімічних процесів синтезу складних біомолекул з більш простих.





Катаболізм (katabole – від грец. руйнація) – сукупність біохімічних процесів розщеплення складних молекул до більш простих, у тому числі до кінцевих продуктів обміну.





Амфіболізм – процес катаболізму, проміжні метаболіти якого можуть бути використані для синтезу (для анаболізму) інших сполук.
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Дихальний ланцюг мітохондрій
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АТФ – це універсальне джерело енергії для всіх ендергонічних процесів               в організмі.
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Тканинне дихання – процес поглинання тканинами кисню, який іде на окиснення субстратів, та виділення СО2  і Н2О з утворенням енергії





Біологічне окиснення – процес окиснення біосубстратів з виділенням енергії





Існує мнемонічне правило для більш простішого запам’я-товування послідовності кислот, що беруть участь у ЦЛК:


Цілий Ананас І Кусочок Суфле Сьогодні Фактично Мій Обід,


що відповідає послідовності


Цитрат Аконітат Ізоцитрат α-Кетоглутарат Сукциніл-КоА Сукцинат Фумарат Малат Оксалоацетат











Цікаво


Деякі проміжні метаболіти ЦЛК використовують як біологічно активні домішки (БАДи). Так, наприклад, сукцинат (буршти-нова кислота) рекомендується як антиоксидант, який допо-магає подовжити молодість, побороти похмільний синдром тощо. Потрібно зважено підходити до таких рекомендацій з урахуванням того, що цей інтермедіат щодоби в достатній кількості утворюється в нашому організмі.














Дихальний ланцюг – система білків-переносників та коферментів, які забезпечують транспорт електронів від субстратів окиснення на кінцевий акцептор - кисень.
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Цікаво Відомо, що у серцевому м’язі максимальний вміст убі-хінону спостерігається приблизно у 20 років, але потім з віком поступово знижується: до 40 років – на 30%; після 60 років – на 50%. Саме тому зміни функціональних можливостей серця в процесі старіння організму пов’я-зують зі зниженням концентрації убіхінону у міто-хондріях кардіоміоцитів. Динаміка змін вмісту убіхінону в організмі показана на рис. 13.


Препарати коферменту Q10 використовують з метою профілактики та у комплексному лікування серцево-судинних захворювань.
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							Цікаво


Бура жирова тканина добре розвинена у новонарод-жених дітей. У дорослих вона залишається в незначній кількості на шиї, між лопатками, навколо нирок, щитоподібної залози та аорти. Бура жирова тканина містить велику кількість мітохондрій, цитохроми яких надають тканині коричневого  кольору. Мітохондрії цієї жирової тканини мають окислювальну здатність, що у 20 разів більша, ніж мітохондрій білої жирової тканини.


Для дітей ця тканина має велике значення, оскільки невеликий за розмірами організм дитини здатний дуже швидко втрачати тепло. Кількість активного бурого жиру у дорослих різна і залежить від ваги. Як правило, у гладких людей кількість бурої жирової тканини менша. Організм дорослих, які мають буру жирову тканину, відрізняється підвищеною швидкістю метаболізму, оскільки, як відомо,   50 грамів бурого жиру за добу допомагає додатково «спалювати» 500 ккал енергії.





Цікаво


� INCLUDEPICTURE "http://gerontology-explorer.ru/Storage/01.03.2009_16-06-28.jpg" \* MERGEFORMATINET ��� Денхен Харман у 1954 році вперше висунув гіпотезу вільнорадикальної теорії старіння. Він вважав, що вільнорадикальні реакції лежать в основі більш ніж 50 хвороб, до яких належать: злоякісні захворювання, ревматоїдний артрит, катаракта, хвороба Альцгеймера, серцево-судинні захворювання.


	Останнім часом з’явилися роботи, в яких експериментально доведено позитивний вплив АФК на роботу деяких сигнальних шляхів клітини, що приводить до подовження життя клітин дріжджів та мишей, підсилення імунних властивостей. 





Цікаво


Деякі флавоноїди мають гормоноподібну дію. Так, наприклад, ізофлавони сої (дайдзин, дайдзеїн, геністеїн, біоханін А) діють вибірково залежно від концентрації естрогенів у крові та проявляють як естрогенну, так і антиестрогенну дію. Крім того, для ізофлавонів характерні ефекти, аналогічні дії природних естрогенів і які не мають побічної дії, що може бути притаманною синтетичним стероїдам. Вважають, що східна дієта, яка збагачена рослинною їжею і містить велику кількість ізофлавонів, позитивно впливає особливо на організм жінки та допомагає легше адаптуватися до гормональних змін у період менопаузи.
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