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Вступ

Біологічна хімія належить до фундаментальних медичних дисциплін. Знання біохімічних процесів, що відбуваються на різних рівнях організації – клітинному, органному, тканинному та цілому організмі – необхідні студентам-медикам як для розуміння метаболічних процесів обміну речовин, енергії, перебігу реакцій розпаду та синтезу, передачі спадкової інформації, процесів, що забезпечують перебіг фізіологічних функцій, так і для інтерпретації біохімічних показників з діагностичною або прогностичною метою у клініці.
Згідно програми з біологічної та біоорганічної хімії, що розроблена на засадах Європейської кредитно-трансферної системи (ECTS) для студентів вищих навчальних закладів освіти України ІІІ – IV рівнів акредитації, біологічна хімія представлена чотирма модулями. Відповідно, кожен модуль включає певну кількість змістовних модулів і навчальних годин: на лекційний курс відведено 40 год.; практичні заняття – 120 год.; самостійну роботу студентів – 50 год., що відповідає 7 кредитам ECTS.
На кожному практичному занятті студенти будуть засвоювати визначений програмою навчальний матеріал, проводити дослідження різних речовин та інтерпретувати їх роль. До кожного змістовного модуля студентам пропонуються теми для індивідуальної самостійної роботи та тести.
Суттєва увага при вивченні біологічної хімії приділяється клінічним аспектам – спадковим та набутим порушенням обміну речовин, ензимопатіям, питанням застосування ензимів як фармпрепаратів, а також патохімічним процесам, які відбуваються при розвитку та перебігу цукрового діабету, атеросклерозу, ревматизму, інфаркту міокарда, захворювань травної системи тощо.

Для покращення засвоєння навчального матеріалу студентам рекомендується використовувати сучасні підручники та посібники, що підготовлені провідними спеціалістами України та працівниками кафедри біохімії Львівського національного медичного університету.
Кінцеві цілі при вивченні навчальної дисципліни „Біологічна та біоорганічна хімія” пов’язані з тим, що студент в своїй майбутній професійній діяльності повинен вміти:

· Аналізувати відповідність структури біоорганічних сполук фізіологічним функціям, які вони виконують в організмі людини.

· Інтерпретувати особливості фізіологічного стану організму та розвитку патологічних процесів на основі лабораторних досліджень.

· Аналізувати реакційну здатність вуглеводів, ліпідів, амінокислот, що забезпечує їх функціональні властивості та метаболічні перетворення в організмі.

· Інтерпретувати особливості будови та перетворень в організмі біоорганічних сполук як основи їх фармакологічної дії в якості лікарських засобів.

· Інтерпретувати біохімічні механізми виникнення патологічних процесів в організмі людини та принципи їх корекції.

· Пояснювати основні механізми біохімічної дії та принципи спрямованого застосування різних класів фармакологічних засобів.

· Пояснювати біохімічні та молекулярні основи фізіологічних функцій клітин, органів і систем організму людини.

· Аналізувати функціонування ферментативних процесів, що відбуваються в мембранах і органелах для розуміння інтеграції обміну речовин.

· Класифікувати результати біохімічних досліджень та зміни біохімічних і ферментативних показників, що застосовуються для діагностики найпоширеніших хвороб людини.
· Інтерпретувати значення біохімічних процесів обміну речовин та його регуляції в забезпеченні функціонування органів, систем та цілісного організму людини.
Підготовка методичних вказівок базується на засадах програми з навчальної дисципліни „Біологічна та біоорганічна хімія” (Київ, 2005) з врахуванням особливостей викладання на кафедрі біохімії ЛНМУ імені Данила Галицького.
Модуль 2. Загальні закономірності метаболізму
Тематичний план практичних занять з модуля 2

	№ п/п
	Тема занять
	Кіл-сть годин
	Кіл-сть балів

	1.
	Контроль початкового рівня знань. Предмет і завдання біохімії. Мета і методи проведення біохімічних досліджень; їх обґрунтування та клініко-діагностичне значення.
	3
	14

	2.
	Дослідження будови та фізико-хімічних властивостей білків-ферментів. Засвоєння методів виявлення ферментів у біологічних об’єктах.
	3
	14

	3.
	Визначення активності ферментів, дослідження механізму їх дії та кінетики ферментативного каталізу.
	3
	14

	4.
	Дослідження регуляції ферментативних процесів та аналіз механізмів виникнення ензимопатій. Медична ензимологія.
	3
	14

	5.
	Дослідження ролі кофакторів та коферментних вітамінів у прояві каталітичної активності ферментів.
	3
	14

	6.
	Обмін речовин і енергії. Дослідження функціонування циклу трикарбонових кислот.
	3
	14

	7.
	Дослідження процесів біологічного окиснення, окисного фосфорилування та синтезу АТФ. 
	3
	14

	8.
	Дослідження дії інгібіторів та роз’єднувачів окисного фосфорилування.
	3
	14

	
	Індивідуальна самостійна робота студентів
	
	8

	9.
	Підсумковий модульний контроль
	3
	80

	
	Разом
	27
	200


Завдання для самостійної роботи студентів (СРС)
	№ п/п
	Тема
	Кіль-сть годин

	
	Підготувати реферат з історії розвитку біохімії: становлення біохімії як науки, основоположні відкриття в галузі структури та функціональної ролі білків і нуклеїнових кислот, напрями розвитку сучасної біохімії.
	1

	1.
	Підготовка до практичних занять:
	

	1.1
	Набути практичні навички з регуляції метаболізму:

	
	Підготовка матеріалу (біологічні рідини, клітини, субклітинні органели) до проведення біохімічних досліджень.
	0,5

	
	Побудови графіків залежності швидкості ферментативної реакції від концентрації субстрату, змін рН середовища та температури.
	0,5

	
	Пояснювати механізм перетворення субстрату за каталітичної дії ферментів.
	0,5

	
	Написання структурних формул коферментних вітамінів та пояснювати механізм утворення їх біологічно активних (коферментних) форм.
	1

	
	Пояснювати механізм протікання ферментативних реакцій за участю коферментів.
	1

	1.2
	Набути практичні навички з молекулярних основ біоенергетики:

	
	Відтворення послідовних етапів спільних шляхів катаболізму білків, вуглеводів та ліпідів.
	0,5

	
	Написання послідовності реакцій перетворення інтермедіатів в циклі трикарбонових кислот.
	0,5

	
	Малювати схему та пояснювати будову і механізм дії ланцюга транспорту електронів.
	0,5

	
	Пояснювати на основі положень хеміоосмотичної теорії механізм спряження, окиснення та фосфорилування, синтезу АТФ в дихальному ланцюгу.
	1

	2.
	Індивідуальна СРС за вибором (індивідуальне завдання) – по темам рефератів, що представлені у змістовних модулях.
	1

	3.
	Підготовка до підсумкового контролю засвоєння модуля 2.
	3

	
	Разом
	10


При засвоєнні теми за традиційною системою студенту присвоюються бали: „5” – 14 балів, „4” – 10 балів, „3” – 5 балів, „2” – 0 балів.

Максимальна кількість балів за поточну навчальну діяльність студента – 120.

Студент допускається до підсумкового модульного контролю за умов виконання навчальної програми та у разі, якщо за поточну навчальну діяльність він набрав не менше не менше 44 балів (4 ×·10 = 40) + 4 (мінімальна кількість балів за індивідуальну самостійну роботу) = 44 балів.

Підсумковий тестовий контроль зараховується студенту, якщо він демонструє володіння практичними навичками та набрав при виконанні тестового контролю теоретичної підготовки не менше 50 балів.

Модуль 2. Загальні закономірності метаболізму.
Змістовий модуль № 5. Вступ у біохімію. Біохімічні компоненти клітин.

Тема № 1. Предмет і завдання біохімії. Мета і методи проведення біохімічних досліджень; їх обґрунтування і клініко-діагностичне значення.

Мета заняття: Ознайомити студентів з предметом і завданням біологічної хімії та її практичним використанням, методами біологічних досліджень, які використовуються в клінічній практиці.

Оволодіти деякими фізико-хімічними методами досліджень біологічно важливих речовин, а також ознайомитися з апаратурою, що використовується в біохімії. Отримання результатів біохімічних досліджень необхідно для пояснення механізмів функціонування органів і тканин у нормі та при патології, для постановки діагнозу, моніторингу перебігу захворювання та ефективності лікування. Знати фактори, дія яких призводить до похибки біохімічних досліджень.
Актуальність теми: Біохімія – це наука, яка вивчає хімічний склад живих організмів, будову, властивості, локалізацію та роль наявних у них сполук, шляхи їх виникнення і перетворення, а  також притаманні живій клітині хімічні процеси, які в сукупності забезпечують обмін речовин й перетворення енергії.

Через біохімію лежить шлях до розв’язання основних питань природознавства і медицини, зокрема, проблеми синтезу білків, довголіття.

У біохімічних дослідженнях використовуються сучасні фізико-хімічні, фізичні та математичні методи. Біохімічні показники використовуються для діагностики, лікування та профілактики захворювань.
Конкретні завдання:
· Знати етапи та закономірності становлення біохімії як фундаментальної медико-біологічної науки та навчальної дисципліни;

· Знати принципи методів біохімічних досліджень функціонального стану організму людини в нормі та при патології;

· Використовувати результати біохімічного аналізу для оцінки стану певних ланок обміну речовин;

· Вміти визначати оптичну густину забарвлених розчинів при різних довжинах хвиль на фотоелектроколориметрі. Правильно інтерпретувати отримані результати.

Теоретичні питання

1. Предмет і завдання біохімії. Основні напрямки та розділи біохімії: статична, динамічна, функціональна біохімія, медична та клінічна біохімія.

2. Біохімія як фундаментальна медико-біологічна наука. Історія розвитку, наукові біохімічні школи, значення в системі вищої медичної освіти.
3. Внесок вчених кафедри біохімії Львівського державного медичного університету в розвиток біологічної хімії.
4. Досягнення біохімії, молекулярної біології, біотехнології та генної інженерії у встановлені молекулярних механізмів патогенезу хвороб, діагностиці і лікуванні основних захворювань людини: серцево-судинних, онкологічних, інфекційних тощо.

5. Хімічний склад живого організму. Характерні риси живої матерії: обмін речовин й енергії та їх зв’язок із зовнішнім середовищем.

6. Структурні елементи прокаріотичних та еукаріотичних клітин, їх фракційне розділення методом ультрацентрифугування. Біомолекули, їх біохімічні функції.
7. Основні методи біохімічних досліджень: 

· осадження речовин з розчину, висолювання білків

· оптичні методи в біохімії (фотоелектроколориметрія, спектрометрія, спектрофотометрія, флюоресцентний аналіз)

· електрофорез (горизонтальний, диск-електрофорез, ізоелектричне фокусування, імуноелектрофорез)

· хроматографія (афінна, іонообмінна, тонкошарова, газова, гель-хроматографія)

· полярографія

· манометричний та радіоізотопний методи

· імуноферментні методи

8. Мета проведення біохімічних лабораторних досліджень.

9. Критерії оцінки використаних методів лабораторних досліджень.
10. Матеріал для лабораторних діагностичних досліджень.

11. Принципи забору та збереження матеріалу для лабораторних досліджень.

12. Помилки, що мають місце під час проведення лабораторних досліджень.

Наукові напрямки роботи кафедри біохімії 

Більше, ніж 100 років пройшло з часу створення кафедри біологічної хімії Львівського національного медичного університету ім. Данила Галицького. Її очолив професор Станіслав Бондзінський, який розгорнув велику педагогічну і наукову діяльність.

Темою наукової роботи кафедри були так звані оксипротеїнові кислоти – продукти білкового характеру, які в невеликій кількості виділяються з сечею, а також дослідження жовчних пігментів і продуктів їх обміну.

З 1922 року кафедрою завідував професор Яків Парнас. Під його керівництвом було вивчено ряд актуальних питань біохімії, зокрема досліджені процеси анаеробного обміну вуглеводів, який у сучасній біохімічній літературі названо теорією Ембдена-Мейєргофа-Парнаса. Під його керівництвом кафедра активно включилась у вивчення процесів обміну аденілової кислоти в м’язах та її роль в утворенні аміаку. Я. Парнас вперше застосував радіоактивні ізотопи в біохімічних дослідженнях.

У 1944 році завідувачем кафедри став професор Богдан Собчук. Основні напрямки наукової роботи кафедри під його керівництвом – обмін вуглеводів у злоякісних пухлинах та дія оксиду вуглецю (II) на гемові білки, а також вивчення біохімічних процесів при різних патологіях організму людини. 

З 1974 року кафедрою керував професор Михайло Шлемкевич. Під його керівництвом на кафедрі біохімії у тісній співпраці з кафедрою онкології вивчали індивідуальну чутливість ракових пухлин шлунка людини при застосуванні хіміотерапії; досліджували механізми розвитку їх резистентності при цьому; вивчали особливості нуклеїнового і вуглеводного обмінів у злоякісних клітинах. У дослідженнях були використані фармацевтичні препарати, мічені радіоактивними ізотопами.

На кафедрі проводились також експерименти з метою вивчення змін у вуглеводному та нуклеїновому обмінах при отруєнні чадним газом, були запропоновані нові методи вивчення монооксиду вуглецю в повітрі, карбоксигемоглобіну в крові.

З 1995 року кафедру очолив професор Михайло Тимочко. Основними напрямками робіт, що здійснювались під його керівництвом, були вивчення впливу шкідливих екологічних факторів на функції органів травної системи, дослідження ролі енергетичного обміну в патогенезі хронічних захворювань печінки, серцево-судинної системи, визначення ступеня ризику в абдомінальній та ендокринній хірургії, визначення рівня інтоксикації у онкологічних хворих, вивчення процесів пероксидації ліпідів та стану антиоксидантної ситеми в експерименті та клініці.

З 1998 року кафедрою завідує професор Олександр Скляров. На кафедрі проводяться дослідження по вивченню впливу стресу на цитопротективні та ульцерогенні механізми слизової оболонки органів травної системи, метаболічні та іонно-транспортні процеси, вплив екзоекологічних факторів на ендоекологічний стан внутрішнього середовища, розробка нових методів біохімічних досліджень та критеріїв при діагностиці різних захворювань.
Практична робота
Визначення оптичної густини забарвлених розчинів  у залежності від їх концентрації.

Кожна речовина має свій спектр поглинання з максимумом при певній довжині хвилі. Тому концентрації розчинів різних речовин вимірюють при довжині хвилі, що відповідає максимуму поглинання.

Дослід 1. Виміряти оптичну густину (А) розчину, що містить різну кількість фосфору.
Принцип методу. Фосфати в розчині сульфатної кислоти утворюють з молібдатами фосфорно-молібденові комплекси, які відновлюються до молібденової сині. Кількість фосфатів визначають колориметрично (за інтенсивністю забарвлення) за реакцією утворення комплексної фосфорно-молібденової кислоти та її відновлення до молібденової синьки.

Матеріальне забезпечення: стандартний розчин фосфору  0,32 ммоль /1мл, молібденовий реактив, пробірки, піпетки, фотоелектроколориметр (ФЕК).

Хід роботи: У п’ять пробірок додають розчини у кількостях, наведених нижче в таблиці:
	№
п/п
	Назва реактивів
	№ пробірки

	
	
	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Стандартний розчин фосфору  0,32 ммоль /1мл
	-
	0,5
	1,0
	2,0
	3,0

	2
	Дистильована вода
	5,0
	4,5
	4,0
	3,0
	2,0

	3
	Молібденовий реактив
	5,0
	5,0
	5,0
	5,0
	5,0

	4
	Концентрація фосфору, ммоль/мл
	0
	0,16
	0,32
	0,64
	0,97

	5
	Оптична густина
	
	
	
	
	


Розчини змішують і не раніше, ніж через 2 хв, але не пізніше, ніж через 5 хв, вимірюють величину оптичної густини на ФЕКу, використовуючи червоний світлофільтр. За результатами вимірювань будують графік залежності оптичної густини від концентрації фосфору в ммоль/мл.
Зробити висновок. Пояснити вплив концентрацій речовин на величину оптичної густини.
Дослід 2. Визначення наявності білків у розчині методом осадження сульфосаліциловою кислотою.
Принцип методу. Білки легко осаджуються із водного розчину мінеральними, органічними кислотами та солями важких металів. Денатурація і осадження білка кислотами обумовлюється нейтралізацією поверхневого заряду колоїдних частинок білка, руйнуванням гідратаційної оболонки білкових молекул та утворенням комплексних солей білка з кислотами. Важкі метали утворюють стійкі комплекси з SH-групами білків, що викликає зміни структури та втрату розчинності білка. Особливо чутливою реакцією на наявність білка в розчині є осадження трихлороцтовою та сульфосаліциловою кислотою (чутливість останньої реакції складає 1:50000). Крім того, сульфосаліцилова кислота поряд з високомолекулярними білками, здатна осаджувати низькомолекулярні білки та продукти розпаду білків – поліпептиди і олігопептиди. 

Матеріальне забезпечення: пробірки, розчин білка, 20 %-ний розчин сульфосаліцилової кислоти.

Хід роботи: У пробірку наливають 1,0 мл досліджуваного розчину білка та додають 3 – 5 крапель 20 %-го розчину сульфосаліцилової кислоти. Спостерігають за утворенням осаду білка.

Клініко-діагностичне значення. Реакція з сульфосаліциловою та трихлороцтовою кислотами використовується для якісного та кількісного визначення білка в сечі.

Здатність білка міцно зв’язувати іони важких металів використовується в клінічній практиці. Білок використовують як протиотруту при отруєннях солями ртуті, свинцю тощо. У разі отруєння солями важких металів хворому дають велику кількість білка (яєчного білка або молока). В шлунку утворюються нерозчинні комплекси металів з білками, внаслідок чого припиняється всмоктування отрути в кров, послаблюється інтоксикація та посилюється їх виведення з організму.

Дослід 3. Кількісне визначення білка в досліджуваному розчині шляхом вимірювання оптичної густини колориметричним методом (Біуретова реакція).
Принцип методу. Біуретова реакція – характерна реакція на сполуки, що містять в своєму складі не менше двох пептидних зв’язків. Такі сполуки в лужному середовищі утворюють з міді сульфатом (мідним купоросом) комплекс, забарвлений у рожево-фіолетовий колір. В утворенні цього комплексу беруть участь пептидні зв’язки в енольній формі. Біуретова реакція служить доказом наявності пептидних зв’язків у білках та пептидах.

Матеріальне забезпечення: сироватка крові, калій-натрій виннокислий, міді  сульфат, 0,9 % розчин NаCl, 10 % розчин NaOH, мірні пробірки, піпетки на 1, 2 і 10 мл, ФЕК, біуретовий реактив: 0,15 г CuSO4· 5 Н2О; 0,6 г калію-натрію виннокислого і 50 мл Н2О. Суміш перемішують і додають 30 мл 10 % розчину NаОН, 0,1 г калію йодиду і доводять водою до об’єму 100 мл (зберігають у холодильнику в запарафінованому посуді).
Хід роботи: У першу пробірку  вносять 0,1 мл 0,9 % розчину NаCl (контроль), у другу – 0,1 мл стандартного розчину білка (50 г/л), у третю, четверту і п’яту пробірки –  по 0,1 мл досліджуваного розчину білка (задачі). У кожну пробірку додають по 5 мл  біуретового реактиву, перемішують і через 30 хв визначають екстинкцію за допомогою фотоелектроколориметра в кюветах  товщиною 10 мм при червоному світлофільтрі (750 нм) проти контрольного розчину. Поява фіолетового забарвлення (біуретова реакція) свідчить про наявність у розчині білка чи поліпептидів. Інтенсивність забарвлення змінюється залежно від концентрації білка в розчині.
Розрахунок проводять за формулою:

Х= (С ( Аі) / Аст, де:

Х – концентрація речовин у дослідній пробі, г/л;

С – концентрація речовин у стандартному розчині;

Аі – екстинкція досліджуваного розчину;

Аст – екстинкція стандартного розчину білка.

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок. Вказати на властивості білків утворювати в лужному середовищі з CuSO4 комплекс рожево-фіолетового забарвлення.

Кількісно загальний білок можна визначати в сироватці або плазмі крові за допомогою тестового набору реактивів напівавтоматичним біохімічним аналізатором „Stat Faх 1904 plus”.
Клініко-діагностичне значення. Для кількісного визначення білків у біологічному матеріалі найчастіше застосовують фотоколориметричні та спектрофотометричні методи, у деяких випадках застосовують фотонефелометричні методи, а також визначення білка за вмістом загального нітрогену (азотометрія).
У клініко-біохімічних лабораторіях для встановлення діагнозу захворювання проводять визначення концентрації білків у біологічних рідинах організму (крові, сечі, спинномозковій рідині, ексудатах). У нормі вміст загального білка у сироватці крові дорівнює у дорослих 65-85 г/л (6,5-8,5 г %), у дітей до 6 років 56-85 г/л (5,6-8,5 г %).

Колориметричні методи визначення кількості білка базуються на „кольорових” реакціях на функціональні групи білків: біуретова реакція; мікрометод визначення кількості білка за допомогою реактива Бенедикта; метод Лоурі; метод Лоурі в модифікації Святкіна (метод використовують для визначення вмісту білка в препаратах з підвищеним вмістом ліпо- і глікопротеїнів); метод Флореса.
Ультраспектрофотометричний метод визначення кількості білка базується на здатності ароматичних радикалів тирозину, триптофану і меншою мірою – фенілаланіну білка поглинати ультрафіолетове світло з максимумом поглинання при 280 нм.

Визначення вмісту білка сироватки крові рефрактометричним методом, основаним на неоднаковій здатності різних середовищ заломлювати промінь світла, що проходить через них. Відношення синуса кута падіння світла до синуса кута заломлення є постійною величиною і називається показником заломлення. Величина показника заломлення сироватки крові залежить, головним чином, від вмісту в ній білка. Для визначення показника заломлення використовують спеціальні прилади – рефрактометри.

Контроль виконання лабораторної роботи
1. Назвати оптичні методи дослідження, які використовуються в клінічній біохімії:

А. Фотоелектроколориметричні

В. Афінна хроматографія

С. Флюоресцентний аналіз

D. Полярографія

Е. Імуноферментний аналіз

2. Для виявлення функціональних груп (-SH, -NH2, імідазольних) у білках, ферментах використовують такі методи дослідження:

А. Електрофорез

В. Люмінесцентний аналіз

С. Іонообмінну хроматографію

D. Полярографію

Е. Імуноферментний аналіз

3. Вказати метод, який найбільш доцільно використати для фракціонування білків:

А. Люмінесцентний аналіз

В. Електрофорез

С. Іонообмінну хроматографію

D. Полярографію

Е. Імуноферментний аналіз

4. З біологічної рідини шляхом висолювання виділили білок, який буде використаний для лікування. Яким методом можна звільнити його від низькомолекулярних домішок?

А. Секвенацією

В. Денатурацією

С. Висолюванням

D. Електрофорезом

Е. Діалізом
5. У сироватці крові хворого на пієлонефрит виявлено зміни у співвідношенні білкових фракцій. Вкажіть, яким методом можна розділити на фракції білки плазми крові?

Приклади тестів „Крок-1”

1. Для кількісного розділення і визначення відносного вмісту кожної амінокислоти в гідролізаті білків використовують:

А. Електрофорез

В. Розподільну хроматографію

С. Іонообмінну хроматографію

D. Ультрацентрифугування

Е. Гель-фільтрацію

2. Лікар призначив пацієнту аналіз білкових фракцій крові. В лабораторії був використаний метод електрофорезу. Яка властивість білків дає змогу застосовувати даний метод?

А. Здатність до набухання
В. Оптична активність

С. Високий онкотичний тиск

D. Наявність електричного заряду

Е. Висока в’язкість 
3. В клініку доставлено хворого у важкому стані після отруєння солями плюмбуму. Яка з перелічених речовин може застосовуватися як акцептор плюмбуму і таким чином зменшувати інтоксикацію організму?

А. Вода

В. Аналгетики

С. Розчин білка

D. Розчин глюкози

Е. Фізіологічний розчин

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Історія розвитку біохімії: становлення біохімії як науки, напрямки розвитку сучасної біохімії.

2. Основоположні відкриття в галузі структури та функціональної ролі білків і нуклеїнових кислот.
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Змістовий модуль № 6. Ферменти та коферменти. Регуляція метаболізму.

Тема № 2. Дослідження будови та фізико-хімічних властивостей білків-ферментів. Засвоєння методів виявлення ферментів у біологічних об’єктах.
Мета заняття: Засвоїти принципи організації та загальні властивості ферментів. Оволодіти методом визначення активності амілази слини і на її прикладі вивчити вплив температури та рН середовища на активність ферментів.

Актуальність теми: Ферменти – це біологічні каталізатори білкової природи, які забезпечують прискорення і координацію численних метаболічних процесів в живих організмах. Існують тисячі ферментів, які каталізують окремі хімічні перетворення або групи споріднених реакцій. Ферменти розрізняються за своєю будовою, наявністю небілкових компонентів, локалізацією, різними фізико-хімічними та каталітичними властивостями. Активність ферментів може змінюватись в широких межах в залежності від численних внутрішніх та зовнішніх факторів. 

Конкретні завдання:

· Трактувати біохімічні закономірності будови та функціонування різних класів ферментів.

· На основі розуміння фізико-хімічних властивостей білків-ферментів пояснювати залежність активності ферментів від рН середовища, температури та інших факторів.

· Аналізувати активність ферментів плазми крові залежно від їх внутрішньоклітинної та тканинної (органної) локалізації.

· Аналізувати методи виявлення активності ферментів з метою їх оптимального застосування в клініко-лабораторному аналізі.
Теоретичні питання

1. Ферменти як біологічні каталізатори реакцій обміну речовин.

2. Фізико-хімічні властивості білків-ферментів: електрохімічні (поверхневий заряд молекули) властивості, розчинність, термодинамічна стабільність білкових молекул-ферментів, осадження, денатурація, взаємодія з лігандами та її функціональне значення.

3. Прості та складні білки-ферменти, простетичні групи складних білків-ферментів (кофактори, коферменти).

4. Будова ферментів: активний, регуляторний (алостеричний) центри.
5. Рівні структурної організації ферментів. Мультиферментні комплекси, ферментативні ансамблі, поліфункціональні ферменти, їх переваги.
6. Номенклатура та класифікація ферментів. Типи реакцій, що каталізують окремі класи ферментів.

7. Властивості ферментів:
· залежність активності ферментів від рН середовища;

· залежність активності ферментів від температури.

8. Специфічність ферментів.
9. Внутрішньоклітинна локалізація ферментів.

10. Тканинна (органна) специфічність ферментів.
11. Методи визначення ферментів у біологічних об’єктах (кров, слина, сеча, окремі тканини).
Практична робота
Дослід 1. Виявлення амілази в слині (реакція з йодом).
Принцип методу. Амілаза відноситься до класу гідролаз – ферментів, що каталізують розрив хімічних зв’язків з приєднанням молекули води. Амілаза слини каталізує гідроліз крохмалю (розрив глікозидних зв’язків) через стадію утворення декстринів до дисахариду мальтози, про що свідчить реакція на крохмаль з йодом та реакція Тромера на мальтозу. Крохмаль утворює з йодом синє забарвлення і не дає забарвлення в реакції Тромера, оскільки не містить вільних альдегідних груп. Мальтоза містить вільну альдегідну групу, а тому її можна виявити за допомогою проби Тромера.
Матеріальне забезпечення: 0,5 % розчин крохмалю, 0,1 % І2 в КІ, 10 % розчин NaOH, 5 % розчин CuSO4, дистильована вода, газовий пальник, пробірки, піпетки, штатив.
Хід роботи. Для одержання розведеної слини ротову порожнину злегка прополіскують водою, набирають нову порцію дистильованої води і прополіскують нею рот протягом 1-2 хв. Зібрану в пробірку рідину використовують для аналізу.

Щоб переконатись у тому, що крохмаль з йодом дає синє забарвлення, в пробірку вносять 10 крапель розчину крохмалю та додають 2 краплі розчину I2 в KI. Спостерігають позитивну реакцію.

У штатив ставлять 10 пробірок і наливають у кожну по 2 мл дистильованої води та додають по одній краплі розчину І2 в KI.

В окрему пробірку наливають 5 мл 0,5 % розчину крохмалю, додають 1 мл розведеної слини, вміст пробірки перемішують і спостерігають опалесценцію. З цієї пробірки кожних 60 секунд відбирають по 0,5 мл рідини і вносять по черзі в пробірки № 1, 2, 3 і т.д., що були заготовлені з розчином І2 в KI. Якщо після першого перенесення в пробірці спостерігають фіолетове або червоне забарвлення, то інтервал між перенесенням скорочують до 30 секунд.
Якщо чергова проба не змінює жовтого кольору розчину йоду, гідроліз крохмалю вважається закінченим. Відзначають час. Спостерігають зникнення опалесценції розчину в процесі гідролізу. Через 10 хв проводять пробу Тромера.

Для проведення проби Тромера до вмісту пробірки з реактивною сумішшю додають рівний об’єм 10 % розчину NaOH і 5-7 крапель 5 % розчину CuSO4. Вміст пробірки перемішують до зникнення помутніння. Верхню частину пробірки обережно нагрівають на відкритому вогні до кипіння, реакція Тромера повинна бути позитивною, що відзначають за появою жовто-червоного осаду.

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.

Дослід 2. Дослідження термолабільності амілази слини.

Принцип методу. Метод базується на здатності крохмалю при взаємодії з йодом утворювати синє забарвлення. Продукт розщеплення крохмалю – мальтоза – з йодом забарвлення не дає і її можна виявити при допомозі проби Тромера.

Матеріальне забезпечення: 0,5 % р-н крохмалю, 0,1 розчин І2 в KІ, 10 % р-н NaOH, 5 % р-н CuSO4, розведена слина, газовий пальник, водяна баня, холодна вода (лід), штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. У пробірку вносять 2 мл розведеної слини і кип’ятять на відкритому вогні протягом 2 хв. Вміст пробірки охолоджують. В три інші пробірки вносять по 5 мл 0,5 % р-ну крохмалю. В пробірку № 1 додають прокип’ячену слину, а в пробірки № 2 і № 3 по 2 мл розведеної непрокип’яченої слини. Пробірку № 2 ставлять на 10 хв на водяну баню при температурі 37(С. Пробірку № 3 поміщають на 10 хв у холодну воду. Після інкубації вміст кожної пробірки розділяють порівну. До відібраних проб додають по 3-5 крапель р-ну І2 в KІ і спостерігають за зміною забарвлення. З пробами, що залишилися проводять реакцію Тромера (див. дослід № 1).

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок. 

Дослід 3. Вивчення специфічності дії амілази слини та сахарази дріжджів. 

Принцип методу. Специфічність дії є однією з найбільш характерних властивостей ферментів і полягає в тому, що кожен фермент діє на певний субстрат чи групу субстратів, які мають подібну структуру. Розрізняють абсолютну, відносну (групову) та стереохімічну специфічність. Висока специфічність ферментів обумовлена їх білковою природою та структурою активного центру.

Амілаза слини розщеплює крохмаль до дисахариду – мальтози і не діє на дисахарид – сахарозу, сахараза розщеплює сахарозу на глюкозу та фруктозу і не діє на крохмаль. Ступінь гідролізу субстратів оцінюють за результатами реакції Тромера. Мальтоза містить вільну альдегідну групу, а тому утворює забарвлення з реактивом Троммера, а сахароза не містить вільної альдегідної групи, тому не дає реакції.

Матеріальне забезпечення: 1 % р-н крохмалю, препарат сахарази дріжджів, 1 %-го розчин сахарози, 0,1 розчин І2 в KІ, 10 % р-н NaOH, 5 % р-н CuSO4, розведена слина, газовий пальник, водяна баня, штатив з пробірками, піпетки.
Хід роботи. Специфічність амілази: в дві пробірки поміщають по 1 мл розведеної в два рази слини. В пробірку № 1 додають 2 мл 1 %-го розчину крохмалю, в пробірку № 2 – 2 мл 1 %-го розчину сахарози. Обидві пробірки ставлять в термостат при t=37(C на 15 хв. Після закінчення інкубації в обох пробірках проводять реакцію Тромера.

1. Специфічність сахарази дріжджів: в дві пробірки поміщають по 1 мл препарату сахарази дріжджів. В пробірку № 3 додають 2 мл 1 %-го розчину сахарози, в пробірку № 4 – 2 мл 1 %-го розчину крохмалю. Обидві пробірки ставлять в термостат при t = 37(C на 15 хв. Після закінчення інкубації в обох пробірках проводять реакцію Тромера. 

Результати проведеного експерименту заносять в таблицю:

	№

пробірки
	Фермент
	Субстрат
	Реакція Тромера

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	


За результатами проведеного експерименту зробити висновки.

Клініко-діагностичне значення. Амілаза синтезується переважно в слинних та підшлунковій залозах. Підвищення активності амілази в крові спостерігається при панкреатиті, перитоніті, тромбозі судин, внаслідок введення в організм ряду фізіологічно активних сполук, зокрема морфіну, кодеїну, кортикотропіну (АКТГ) та кортизолу. 

Підвищення активності амілази слинних залоз спостерігається при стоматиті, невралгії лицевого нерва, нирковій недостатності, паркінсонізмі. Зниження активності амілази крові спостерігається при психічних захворюваннях, анацидних порушеннях. Зниження вмісту амілази в слині має місце при гіпосалівації, запаленні слинних залоз, тощо.
Дослід 4. Дослідження впливу рН середовища на активність амілази слини.

Принцип методу. Метод ґрунтується на здатності крохмалю при взаємодії з йодом утворювати синє забарвлення за умов оптимального для амілази рН середовища. Продукт розщеплення крохмалю – мальтоза – з йодом забарвлення не дає і її можна виявити за допомогою проби Тромера.

Матеріальне забезпечення: 0,5 % р-н крохмалю, 0,1 н розчин I2 в KI, 10% р-н NaOH, 5 % р-н CuSO4, розведена слина, газовий пальник, водяна баня, штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. У три пробірки вносять по 2 мл 0,5 %-го р-ну крохмалю. У першу додають 2 мл фосфатного буферу з рН 5,0, у другу – з рН 7, а в третю – з рН 9. В кожну з пробірок вносять по 1 мл розведеної слини і поміщають їх у водяну баню при температурі 37°С.

Після інкубації вміст кожної пробірки ділять порівну. До перших фракцій додають по 3-5 краплі р-ну І2 в KI і спостерігають за зміною забарвлення. З фракціями, що залишилися проводять пробу Тромера (див. дослід № 1).

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.

Контроль виконання лабораторної роботи
1. Що відбувається з ферментами за умов високої температури?

А. Гідроліз

В. Денатурація

С. Утворення фермент-субстратного комплексу

D. Блокування активного центру

Е. Порушення первинної структури

2. Встановити співвідношення Ферменти – Специфічність дії:

А. Хімотрипсин



1 – стереоспецифічність

В. Уреаза




2 – групова специфічність 

С. Фумараза



3 – абсолютна специфічність

D. Пепсин

Е. Сахараза

3. Пригнічення швидкості ферментативної реакції при надмірній концентрації субстрату пов’язане з:

А. Блокуванням алостеричного центра

В. Денатурацією ферменту

С. Насиченням алостеричних центрів

D. Насиченням активного центру

Е. Підвищенням температури середовища
4. Роль активного центру полягає у:

А. Регуляції активності ферментів

В. Прикріпленні ферментів до мембран

С. Зв’язуванні та перетворенні субстратів

D. Взаємодії ферментів між собою

Е. Зв’язуванні алостеричних ефекторів

5. Фермент здійснює перенос структурного фрагменту від одного субстрату до іншого з утворенням двох продуктів. Назвіть клас цього ферменту.

A. Трансферази

B. Ізомерази
C. Оксидоредуктази
D. Лігази
E. Гідролази 

6. У чому полягає небезпека надмірного підвищення температури тіла?

7. Для збереження трансплантантів їх заморожують. Обґрунтуйте такі дії.
8. Поясніть термолабільність ферментів на прикладі визначення амілази слини, яка була попередньо нагріта або охолоджена, та амілази слини, яка не була попередньо оброблена.

9. У хворого розвинувся метаболічний ацидоз. Як це вплине на активність внутрішньоклітинних ферментів?

10. У деяких людей відсутні гени, які кодують фермент лактазу. Поясніть, чому при вживанні такими людьми свіжого молока спостерігаються розлади шлунково-кишкового тракту.
11. Доведіть білкову природу ферментів біуретовою реакцією, реакцією Фоля, методом формол-титрування за Серенсеном. Поясніть принципи цих методів.

12. Намалюйте графік залежності швидкості ферментативних реакцій від зміни рН середовища за результатами визначення активності амілази слини.

Приклади тестів „Крок-1”
1. У хворого з болями у животі виявили високу амілазну активність у крові та сечі. Який патологічний процес супроводжують ці зміни? 

А. Гепатит

В. Панкреатит

С. Перфоративна виразка шлунка

D. Гострий гастрит

Е. Жовчокам’яна хвороба

2. Після додавання витяжки з підшлункової залози в пробірку з розчином крохмалю, відмічено відсутність синього забарвлення в пробі з розчином йоду, що свідчило про гідроліз крохмалю. Під впливом якого ферменту підшлункової залози це відбулося?
А. α-Амілази

В. Хімотрипсину

С. Ліпази

D. Альдолази

Е. Трипсину 

3. У слині міститься фермент, здатний руйнувати α-l,4-глікозидні зв’язки в молекулі крохмалю. Назвіть цей фермент.

A. α-Амілаза

B. Фосфатаза

C. Фруктофуранозидаза

D. β-Галактозидаза

Е. Лізоцим

4. Важливим ферментом слини є лужна фосфатаза. До якого класу ферментів вона належить?

А. Оксидоредуктаз

В. Трансфераз
С. Гідролаз
D. Ліаз
Е. Лігаз
5. Зниження активності якого ферменту слини служить показником гіпофункції привушної залози?

А. Фосфоглюкомутази
В. Мальтази
С. Лізоциму
D. Амілази
Е. Глюкокінази
Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Мультиферментні комплекси, особливості будови та каталізу.
2. Використання ферментів у біохімічних дослідженнях.
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Тема № 3. Визначення активності ферментів, дослідження механізму їх дії та кінетики ферментативного каталізу.
Мета заняття: На прикладі пептидаз панкреатину і амілази слини показати каталітичну роль ферментів у хімічних перетвореннях. Засвоїти методику визначення активності пептидаз і амілази слини та оцінити їх клініко-діагностичне значення.

Актуальність теми: Знання механізму дії ферментів та кінетики ферментативного каталізу лежить в основі розуміння метаболічних процесів у клітинах, тканинах та органах організму, що важливо для засвоєння перебігу хімічних перетворень і застосування ферментних препаратів, їх інгібіторів у практичній медицині. 

Конкретні завдання:

· Пояснювати механізм дії ферментів на основі спорідненості ферменту до субстрату та процесів, що перебігають у фермент-субстратному комплексі.

· Трактувати зміни кількісного визначення активності ферментів як діагностичного показника розвитку певної патології.

· Пояснювати застосування інгібіторів та активаторів ферментів при порушеннях обміну речовин та певних патологіях.

· Аналізувати механізм дії ферментів на прикладі хімотрипсину та ацетилхолінестерази.

Теоретичні питання

1. Принципи кількісного визначення активності ферментів:

· за кількістю продукту, що утворюється під дією ферменту;

· за кількістю субстрату, що використовується;

· за зміною кількості коферменту (окисно-відновні перетворення для НАД та ФАД);
2. Одиниці ферментативної активності.

3. Основні положення кінетики ферментативного каталізу:

· залежність швидкості реакції від концентрації субстрату;
· залежність швидкості реакції від концентрації ферменту;
· утворення фермент-субстратного комплексу та процес перетворення субстрату;

· рівняння Міхаеліса-Ментен;

· смислове значення величини Кm (спорідненість ферменту до субстрату).
· вираз ферментативної реакції в подвійних зворотних величинах; рівняння Лануівера-Берка.

4. Механізми дії ферментів (перетворення субстрату):

· ефекти зближення та орієнтації;

· ефекти кислотно-основного каталізу;

· ефекти нуклеофільного та електрофільного каталізу.

5. Механізми каталітичної дії хімотрипсину та ацетилхолінестерази.

Практична робота
Дослід 1. Кількісне визначення активності амілази сечі за методом Вольгемута.
Принцип методу. Метод Вольгемута грунтується на здатності амілази розщеплювати (гідролізувати) крохмаль. В ході роботи виявляють  мінімальну кількість ферменту, здатного повністю розщеплювати 1 мл 0,1 %-го розчину крохмалю. Цю кількість ферменту приймають за одиницю амілазної активності. 

Амілазна активність виражається в кількості мл 0,1 %-го розчину крохмалю, яку може розщепити (гідролізувати) 1 мл нерозведеної сечі при температурі 45оС протягом 15 хв.
Матеріальне забезпечення: сеча, 0,1 % р-н крохмалю, 0,1 % розчин I2 в 0,2 % розчині KI, 0,85 % р-н NaCl, газовий пальник, водяна баня, штатив з пробірками, піпетки.
Хід роботи. У дев’ять пронумерованих пробірок вносять з бюретки по 1 мл 0,85 % р-н NaCl. У першу пробірку додають 1 мл сечі. Вміст добре перемішують і 1 мл отриманого розчину переносять з першої пробірки до другої, з неї – в третю, таким чином у кожній наступній пробірці вміст ферменту в два рази менше, ніж у попередній. З останньої пробірки 1 мл суміші виливають для зрівняння об’єму. Потім в усі пробірки додають ще по 1 мл 0,85% р-н NaCl та по 2 мл 0,1%-го розчину крохмалю, перемішують та ставлять пробірки у водяну баню (чи термостат) при 45(С на 15 хв.
Після інкубації пробірки виймають та охолоджують для зупинки дії ферменту. В кожну пробірку додають по 2 краплі розчину йоду (0,1%-ний розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду калію), перемішують та спостерігають за зміною забарвлення. Рідина в пробірках може забарвлюватися у жовтий, червоний та синій колір. Жовтий колір свідчить про повне розщеплення крохмалю. Результати спостережень вносять в таблицю, позначаючи синє, червоне та жовте забарвлення літерами “С”, “Ч”, “Ж”. Відмічають останню пробірку з розчином жовтого кольору та проводять розрахунок амілазної активності в сечі:

	Показник
	№ пробірки

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Розведення сечі
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32
	1:64
	1:128
	1:256
	1:512

	Кількість 0,1 %-го розчину крохмалю, мл
	2 
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Забарвлення після додавання йоду
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Остання пробірка з розчином жовтого кольору
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Для розрахунку активності амілази необхідно знати розведення сечі в останній пробірці, де відбувся повний гідроліз крохмалю. 

Наприклад, остання пробірка з розчином жовтого кольору виявляється четвертою, в якій сеча розведена у 16 разів. Складають пропорцію та розраховують активність амілази:

1/16 мл сечі розщеплює 2 мл 0,1 %-го розчину крохмалю;
1мл сечі розщеплює - Х мл 0,1 %-го розчину крохмалю,

звідки X = 1 × 2_ = 2 × 16  = 32 мл
1/16          1

А отже: А (амілазна активність) = 32 одиниці.

Зробити висновки з проведених досліджень.

Клініко-діагностичне значення. Метод Вольгемута широко використовується в клінічній практиці для визначення амілазної активності в крові та сечі. У нормі активність амілази сечі коливається в межах 16-18 одиниць. При гострих панкреатитах активність амілази сечі та сироватки крові зростає в 10-30 разів, особливо протягом першої доби захворювання, потім поступово повертається до норми.
Дослід 2. Кількісне визначення активності пептидаз панкреатину. 

Принцип методу. Метод ґрунтується на здатності пептидаз гідролізувати пептидні зв’язки, що приводить до зростання кількості вільних аміно- та карбоксильних груп. Після блокування аміногруп формаліном, карбоксильні групи підвищують кислотність середовища, приріст якого визначається титруванням лугом за методом Зернсена в присутності індикатора фенолфталеїну.

Матеріальне забезпечення: 6 % розчин казеїну, фосфатний буфер рН 7,6, панкреатин, фенолфталеїн, 0,2 н розчин NaОН, 0,02н розчин NaОН, формольна суміш рН 8,3, штатив з пробірками, піпетки, колбочки для титрування, бюретка, водяна баня, термометр, газовий пальник.

Хід роботи. У дві пробірки відмірюють по 5 мл 6 % розчину казеїну і по 2 мл фосфатного буферу рН 7,6. В одну з пробірок додають 0,5 г панкреатину, старанно перемішують і ставлять у водяну баню при температурі 370С разом з контрольною пробіркою.

Через 30 хв пробірки знімають з бані, охолоджують, їх вміст переливають у колбочки для титрування, додають в кожну по 2-3 краплі фенолфталеїну і підлужнюють з піпетки 0,2 н розчином NaОН до утворення блідорожевого забарвлення (рН-8,3).

При такому рН кількість аміногруп у розчині дорівнює кількості карбоксильних груп. Далі в обидві колбочки додають по 5 мл формольної суміші (рН-8,3). Формалін зв’язує аміногрупи, а карбоксильні групи зсувають рН розчину в кислу сторону.

                                                          OH-CH2 (
+NH3 – CH – COO- + 2НСНО   (                   N – CH – COO- + H+
             (                                            OH-CH2 /              (
             R                                                                    R

Розчин знебарвлюється. Обидві проби титрують із бюретки 0,02 н розчином NaOH до утворення слабо-рожевого забарвлення (рН 8,3) і додають ще декілька крапель 0,02 н розчину NаОН до яскраво червоного кольору (рН 9,1).
Вираховують різницю між даними титрування досліджуваного і контрольного розчинів. Активність пептидаз виражають в умовних одиницях. Одна умовна одиниця відповідає 1 мл 0,02 н розчину NаОН, затраченого додатково на титрування дослідної проби.
Приклад розрахунку:
Кількість 0,02 н NаОН, що пішла на титрування гідролізату казеїну ......... мл.

Кількість 0,02 н NаОН, що пішла на титрування контрольного розчину ...…. мл.

Різниця у кількості 0,02 н NaOH між дослідним і контр. розчином ........ мл.

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок. 
Клініко-діагностичне значення. У нормі активність пептидаз сироватки крові становить 0,2-1,7мкмоль/мл год. Збільшення вмісту пептидаз у сироватці крові та зростання їх активності спостерігається при гострому панкреатиті, виразковій хворобі, обширних опіках, гострому гепатиті. Зниження активності пептидаз може спостерігатися при емфіземі легень, цирозі печінки. 
Контроль виконання лабораторної роботи
1. Катал – одиниця активності ферменту, яка виражає:

А. Кількість ферменту, що каталізує перетворення 1 мкмоля субстрату за 1 хвилину

В. Кількість ферменту, що каталізує перетворення 1 мкмоля субстрату за 1 секунду

С. Число одиниць ферментативної активності, що припадає на 1 мг білка

D. Кількість молекул субстрату, що перетворюється однією молекулою ферменту за хвилину

Е. Кількість ферменту, що каталізує перетворення 1 моля субстрату за 1 секунду.

2. Яке явище лежить в основі механізму дії ферментів?

А. Утворення фермент-субстратного комплексу

В. Зближення груп, що входять до активного центру ферментів

С. Зміна просторової конфігурації

D. Зниження електричного заряду ферменту

Е. Гідроліз ферменту

3. Пептидази каталізують розщеплення:

А. Ліпідів

Б. Нуклеїнових кислот

В. Полісахаридів

D. Поліпептидів

Е. Олігосахаридів

4. До пептидаз відносять наступні ферменти:

А. Уреазу

В. АТФазу

С. РНК-полімеразу

D. Амілазу

Е. Трипсин

5. У сироватці крові хворого виявлено різке підвищення активності трипсину, α-амілази, ліпази. Про яке захворювання можна говорити?

A. Холестаз

B. Хронічний гепатит

C. Злоякісні новоутворення

D. Гострий панкреатит

E. Отруєння інсектицидами
6. В підшлунковій залозі знаходяться ферменти: амілаза, пептидази та ліпази. Які з цих ферментів за певних умов може викликати автоліз органу і чому?

7. У хворого гострий панкреатит. Які препарати повинен призначити лікар, щоб уникнути автолізу підшлункової залози?

8. Попадання в організм метилового спирту в кількості біля 30мл є дуже токсичним і може призвести до смерті. Отруйний для організму не сам метанол, а його продукт – формальдегід, який утворюється за участі алкоголь-дегідрогенази. Одним з методів в лікуваннях при цьому є введення надмірної кількості етилового спирту. Поясніть, на чому основана така лікувальна дія.
9. Поясніть основні принципи визначення активності ферментів на прикладі амілази слини (йод-крохмальна реакція та реакція Тромера).

10. Поясніть механізм перетворення субстрату за умов каталітичної дії ферменту.

Приклади тестів “Крок-1”
1. Під час операції у хворого після введення препарату, який викликає розслаблення м’язів спостерігається тривала зупинка дихання (більше 5 хв). Недостатність якого з наведених ферментів спостерігалась?

А. Каталаза

В. Глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа

С. Моноамінооксидаза

D. Ацетилтрансфераза

Е. Ацетилхолінестераза

2. Фармпрепарати, що містять ртуть, миш’як та інші важкі метали інгібують ферменти, які мають сульфгідрильні групи. Яку амінокислоту використовують для реактивації цих ферментів?

А. Гістидин

В. Ізолейцин

С. Цистеїн

D. Аспарагінову кислоту

Е. Гліцин 

3.Протеолітичні ферменти ШКТ каталізують гідроліз білків. Вкажіть, який хімічний зв’язок вони розщеплюють:

A. Пептидний

B. Глікозидний
C. Водневий
D. Ефірний
E. Фосфодіефірний 
4. Амілолітичні ферменти каталізують гідроліз полісахаридів і олігосахаридів. На який хімічний зв’язок вони діють?
A. Глікозидний

B. Складноефірний
C. Пептидний
D. Амідний
E. Фосфодіефірний
5. Ліполітичні ферменти ШКТ каталізують гідроліз ліпідів. Вкажіть хімічний зв’язок, який вони розщеплюють:

A. Складноефірний

B. Пептидний
C. Глікозидний
D. Водневий
E. Амідний
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Тема № 4. Дослідження регуляції ферментативних процесів та аналіз механізмів виникнення ензимопатій. Медична ензимологія.

Мета заняття: Засвоїти основні принципи регуляції метаболічних шляхів, порушення функціонування ферментів у клітині та використання ферментів у медицині.

Актуальність теми: Ферменти є біокаталізаторами з мінливою активністю, яка змінюється при певних регулюючих впливах. У клінічній практиці ферменти застосовують як фармпрепарати, а визначення їх активності у крові та сечі необхідно для діагностики патологічних станів.
Конкретні завдання:

· Аналізувати шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів, як основи обміну речовин в організмі в нормі та при патологіях;

· Пояснювати застосування інгібіторів та активаторів ферментів як фармпрепаратів при порушеннях обміну речовин та певних патологіях;

· Пояснювати зміни перебігу ферментативних процесів та накопичення проміжних продуктів метаболізму при вроджених (спадкових) та набутих вадах метаболізму – ензимопатіях;

· Аналізувати зміни активності індикаторних ферментів плазми крові при патологіях певних органів та тканин.


Теоретичні питання

1. Активація та інгібування ферментів

· активатори ферментів;

· інгібуванням ферментів (зворотне, незворотне, конкурентне, неконкурентне).

2. Регуляція шляхом зміни каталітичної активності ферментів:

· алостеричні ферменти;

· ковалентна модифікація ферментів;

· протеолітична активація ферментів (обмежений протеоліз);

· дія регуляторних білків;

· циклічні нуклеотиди в регуляції ферментативних процесів.

3. Регуляція шляхом зміни кількості ферментів:
· конститутивні та адаптивні ферменти
4. Ізоферменти, множинні молекулярні форми ферментів.

5. Ензимодіагностика, ензмопатії та ензимотерапія.

6. Зміни активності ферментів плазми та сироватки крові як діагностичні (маркерні) показники розвитку патологічних процесів:

· інфаркт міокарду;

· захворювання печінки;

· захворювання м’язової тканини.

7. Ізоферменти в ензимодіагностиці.
8. Вроджені (спадкові) та набуті вади метаболізму, їх клініко-лабораторна діагностика.
9. Використання інгібіторів ферментів в якості лікарських засобів:

· ацетилсаліцилова кислота;

· алопуринол;

· сульфаніламідні препарати.

10.  Ензимотерапія – використання ферментів в якості лікарських засобів
· при захворюваннях травної системи;

· при гнійно-некротичних процесах;

· як фібринолітичні препарати;

· препарати ферментів.

Практична робота
Дослід 1. Дослідити вплив активаторів та інгібіторів на активність амілази слини.
Принцип методу. Сполуками, що підвищують активність ферментів – активаторами – є іони багатьох металів, зокрема: Na+, Mg2+, Mn2+, Co2+, а також органічні сполуки – проміжні продукти обміну речовин в організмі.
Активатором амілази є хлорид натрію (NaCl), інгібітором – сульфат міді (CuSO4). Показником впливу цих сполук на активність амілази є ступінь гідролізу крохмалю під дією ферменту в присутності NaCl та CuSO4.

Матеріальне забезпечення: 1 % р-н крохмалю, 0,1 %-й розчин йоду в 0,2%-му розчині йодиду калію, 5 % р-н CuSO4, 1 %-й розчин NaCl, розведена слина, газовий пальник, водяна баня, штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. Слину розводять в 2 рази. Беруть 3 пробірки. В пробірку № 1 наливають 1 мл води, в пробірку № 2 – 0,8 мл води та 0,2 мл 1% -го розчину NaCl, в пробірку № 3 – 0,8 мл води та 0,2 мл 1 %-го розчину CuSO4. У всі три пробірки додають по 1 мл слини. Вміст перемішують і додають по 2 мл 1 % -го розчину крохмалю, знову перемішують і ставлять в термостат чи на водяну баню при t = 37(C на 15 хв. 

Далі у всіх пробірках проводять реакцію з йодом (0,1 %-й розчин йоду в 0,2 %-му розчині йодиду калію). Спостерігають зміну забарвлення.
Результати роботи заносять у таблицю:

	Вміст пробірок
	№ пробірки

	
	1
	2
	3

	Вода, мл
	1
	0,8
	0,8

	NaCl, 1 %-й розчин, мл
	---
	0,2 
	---

	CuSO4, 5 %-й розчин, мл
	---
	---
	0,2

	Слина (розведення 1:2), мл
	1
	1
	1

	Крохмаль, 1 %-й розчин, мл
	2
	2
	2

	Забарвлення після додавання йоду
	
	
	


За результатами проведеного експерименту зробити висновки.

Клініко-діагностичне значення. Інгібітори ферментів широко використовуються в медицині в якості лікарських засобів, зокрема ацетилсаліцилова кислота (аспірин) – інгібітор циклооксигенази (простагландинсинтази) використовується як протизапальний препарат, трасилол – інгібітор трипсину та контрикал – інгібітор протеїназ (зокрема калікреїнів) використовуються при панкреатиті, алопуринол – інгібітор ксантиноксидази застосовується при подагрі, тощо.

Дослід 2. Дослідити вплив фосфаколу та іонів кальцію на активність холінестерази. 
Принцип методу. Фосфорорганічні сполуки (ФОС, фосфакол) є незворотними інгібіторами холінестерази та ацетилхолінестерази, оскільки ковалентно зв’язуються з активним центром ферменту і гальмують його активність. Препарати ФОС є високотоксичними отрутами для комах (пестициди) та теплокровних тварин. Механізм гальмівної дії полягає у зв’язуванні з ОН-групою серину в активному центрі ферменту.

При проведенні нервового збудження відбувається зростання концентрації іонів Са2+ у нервовому закінченні, що є сигналом для активації виходу ацетилхоліну у синаптичну щілину, взаємодії його з холінорецепторами постсинаптичної мембрани та розщепленням ацетилхолінестеразою. Окрім цього, іони кальцію є потужним активатором холінестерази.
Метод кількісного визначення холінестерази ґрунтується на титруванні лугом оцтової кислоти, що вивільнилась в процесі гідролізу ацетилхоліну.

Кількість лугу, що затратилась на титрування є мірою активності ферменту.

Матеріальне забезпечення: 0,5 % розчин CaCl2, 0,05 % розчин фосфаколу, 5 % розчин CuSO4, 2 %-й розчин ацетилхоліну, NaOH 0,1 М, розчин фенолфталеїну, сироватка крові, штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. Три пробірки заповнюють реактивами за таблицею. 

	Вміст пробірок
	№ пробірки

	
	1
	2
	3

	Сироватка крові, мл
	0,5
	0,5
	0,5

	0,5 % розчин CaCl2, крапель
	---
	5
	---

	0,5 % розчин фосфаколу, крап.
	---
	---
	5

	Інкубація при кімнатній температурі, 5 хвилин

	2 % розчин ацетилхоліну
	1,5
	1,5
	1,5

	Інкубація 10 хвилин

	Фенолфталеїн, крапель
	2
	2
	2

	Кількість 0,1 М NaOH, що пішла на титрування, мл
	
	
	


Зробити висновки.

Клініко-діагностичне значення. Холінестераза каталізує реакцію гідролізу нейромедіатора – ацетилхоліну з утворенням холіну та оцтової кислоти. В крові людини міститься два види холінестерази. В сироватці міститься неспецифічна ацилхолінестераза (КФ 3.1.1.8), яка розщеплює не лише ацетилхолін, але й інші ефіри холіну. В еритроцитах міститься специфічна, істинна ацетилхолінестераза, яка розщеплює лише ацетилхолін (КФ 3.1.1.7).
У нормі активність холінестерази в сироватці крові становить 44,4 – 94,4 мккат/л (колориметричним методом за гідролізом ацетилхолінхлориду). 
Фізіологічно активні сполуки, що є інгібіторами ацетилхолінестерази, мають важливе фармакологічне та токсикологічне значення, оскільки спричиняють значне підвищення концентрації нейромедіатора як в структурах центральної нервової системи, так і в організмі в цілому.

Зворотні інгібітори ацетилхолінестерази застосовуються в медицині з метою збільшення активності холінергічної імпульсації, порушеної при певних неврологічних захворюваннях, таких як атонія кишківника, сечового міхура. Із зазначеною метою застосовуються препарати: Прозерин, Фізостигмін, Галантамін.

Незворотні інгібітори ацетилхолінестерази є потужними нервовими отрутами, які спричиняють різке збудження нервової системи із судомами, порушенням функції серцево-судинної, гастро-інтестинальної та інших фізіологічних систем організму. Найбільш поширеними незворотними інгібіторами є фосфорорганічні сполуки – ФОС. В сільському господарстві для боротьби зі шкідливими комахами використовують: хлорофос, дихлофос, метафос, карбофос, тощо. Нервово-паралітичними отрутами, що використовуються як бойові отруйні речовини є табун, зарин, зоман, тощо.

Висока чутливість холінестерази до дії фосфорорганічних сполук робить її специфічним біохімічним маркером для виявлення впливу цих отрут на організм людини.

Контроль виконання лабораторної роботи

1. Вкажіть який тип інгібування спостерігається при застосуванні інгібітора ацетилхолінестерази – прозерину:

А. Конкурентне

В. Зворотне

С. Неконкурентне

D. Безконкурентне

Е. Алостеричне

2. Ацетилхолінестераза – фермент, що здійснює розщеплення ацетилхоліну. Інсектициди, пестициди та отрути з нервово-паралітичною дією на основі фторфосфатів, незворотньо інгібують ацетилхолінестеразу. Вкажіть механізм інгібування: 

А. Інгібітори є структурними аналогами субстрату

В. Інгібітори зв'язуються зі залишком гістидину в алостеричному центрі

С. Інгібітори зв'язуються зі залишком серину в активному центрі ферменту

D. Інгібітори утворюють комплекс з ацетилхоліном

Е. Інгібітори викликаюсть денатурацію ферменту

3. Константа Міхаеліса дорівнює концентрації субстрату, при якій швидкість реакції дорівнює:

А. Максимальній

В. Мінімальній

С. Половині максимальної

D. Половині мінімальної

Е. Третині максимальної

4. Конкурентними інгібіторами сукцинатдегідрогенази є:

А. Сукцинат

В. Аланін

С. Малонат

D. Фумарат

Е. (-Кетоглутарат

5. Хворого доставила в стаціонар швидка допомога з попереднім діагнозом – гострий панкреатит. Активність якого ферменту в крові та сечі необхідно визначити для підтвердження цього діагнозу?

А. АлАТ

В. АсАТ

С. α-Амілази

D. γ-Амілази

E. Лактадегідрогенази

6. У хворого в сироватці крові виявлено підвищення активності ЛДГ4 і ЛДГ5, аланінамінотрансферази, карбамоїлорнітинтрансферази. В якому органі можна передбачити розвиток патологічного процесу?

7. В інкубаційне середовище, де була сукцинатдегідрогеназа і бурштинова кислота, додали малонову кислоту. Як зміниться активність ферменту? Чи є цей процес зворотнім? Як його повернути?

8. У хворого гнійна рана. Чи можна для її лікування використовувати ферменти? Які саме? На чому заснована їх лікувальна дія?

9. Поясніть вплив модуляторів на активність ферментів на прикладі визначення активності холінестерази у присутності хлориду кальцію та фосфаколу, на прикладі активності амілази слини у присутності хлориду натрію.
Приклади тестів “Крок-1”
1. При обстеженні хворого виявлено підвищення в крові активності ЛДГ. Це характерно для хвороб серця, печінки, нирок. Яке додаткове біохімічне обстеження треба зробити для диференціальної діагностики?

А. Визначення цукру крові

В. Рівень ацетонових тіл

С. Визначення ізоферментів ЛДГ

D. Визначення рівня холестерину 

Е. Активність амілази крові

2. Хворому в курсі лікування туберкульозу призначили ізоніазид – структурний аналог нікотинаміду і піридоксину. До якого типу інгібування за механізмом дії належить ізоніазид?

А. Алостеричне

В. Незворотне

С. Безконкурентне

D. Конкурентне

Е. Неконкурентне

3. Для лікування певних інфекційних захворювань використовують сульфаніламідні препарати, які гальмують ріст бактерій. Який механізм їх дії?

А. Алостерично інгібують ферменти бактерій

В. Є структурними аналогами параамінобензойної кислоти, необхідної для синтезу фолієвої кислоти

С. Беруть участь в окисно-відновних процесах

D. Інгібують всмоктування фолієвої кислоти

Е. Незворотньо інгібують синтез фолієвої кислоти, необхідної для нормального функціонування бактерій 

4. Який фермент використовується як фармпрепарат для лікування гнійних ран?

А. Каталаза

В. Лужна фосфатаза

С. Трипсин

D. Кисла фосфатаза

Е. Аргіназа

5. У хворого зі скаргами на болі у ділянці серця за визначенням активності ферментів сироватки крові діагностовано інфаркт міокарда. Вкажіть, активність яких ферментів використовували?

А. Амілази, ліпази, фосфатази

В. ЛДГ, креатинкінази, трансамінази

С. Пептидази, аргінази, глюкокінази

D. Трипсину, лізоциму, цитратсинтази

Е. Альдолази, сукцинатдегідрогенази, гексокінази

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Регулятори активності ферментів та їх використання в клінічній практиці.
2. Ензимодіагностика. Використання ізоферментів у ензимодіагностиці.
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Тема № 5. Дослідження ролі кофакторів та коферментних вітамінів у прояві каталітичної активності ферментів.

Мета заняття: Засвоїти будову, загальні принципи класифікації та функціонування коферментних форм вітамінів. Оволодіти методами якісного та кількісного визначення вітамінів. 
Актуальність теми: Водорозчинні вітаміни беруть участь в обміні речовин як коферменти і активатори багатьох ферментативних процесів.

Обмеження надходження вітамінів в організм або патологія їх обміну, пов’язана з порушенням всмоктування, перетворення вітамінів у коферментні форми, різко знижує інтенсивність енергетичного та пластичного обмінів, що супроводжується порушенням функцій головного мозку, серця, печінки та інших органів, зниженням імунітету до вірусних та інфекційних захворювань, втратою організмом здатності адаптуватись до різних несприятливих факторів.

Недостатнє забезпечення організму вітамінами призводить до розвитку гіповітамінозів із характерними клінічними проявами.

Конкретні завдання:

· Вміти трактувати роль вітамінів та їх біологічно активних похідних в механізмах каталізу за участю основних класів ферментів;
· Пояснювати застосування антивітамінів як інгібіторів ферментів при інфекційних захворюваннях та при патологіях системи гомеостазу;
· Пояснювати роль металів в механізмі ферментативного каталізу;
· Класифікувати окремі групи коферментів за хімічною природою та типом реакції, яку вони каталізують.

Теоретичні питання

1. Кофактори, коферменти та простетичні групи.

2. Роль іонів металів у функціонуванні ферментів.

3. Класифікація коферментів за хімічною природою та за типом реакції, яку вони каталізують.

4. Коферменти – переносники атомів водню та електронів (розглянути конкретні реакції):

· НАД+, НАДФ+ - коферменти – похідні вітаміну РР;

· ФАД, ФМН – коферменти – похідні вітаміну В2 – рибофлавіну;

· роль вітаміну С в окисно-відновних реакціях;
· металопорфірини.
5. Коферменти – переносники хімічних груп (розглянути конкретні реакції):

· піридоксалеві коферменти;

· НS-КоА – коензим ацилювання;

· ліпоєва кислота;

· ТГФК – похідні фолієвої кислоти.
6. Коферменти ізомеризації, синтезу та розщеплення С – С зв’язків (розглянути конкретні реакції):

· Тіаміндифосфат – похідні вітаміну В1;

· карбоксибіотин – біологічно активна форма вітаміну Н – біотину;

· метилкобаламін та дезоксиаденозилкобаламін – похідні вітаміну В12.
Практична робота
Дослід 1. Проба з міддю на нікотинову кислоту.

Принцип методу. При нагріванні нікотинової кислоти з розчином купруму ацетатнокислого утворються синій осад мідної солі нікотинової кислоти.

Матеріальне забезпечення: 10 % розчин СН3СООН, розчин нікотинової кислоти, 5 % розчин купруму ацетатнокислого, газовий пальник, пробірки.

Хід роботи. 5-10 мг нікотинової кислоти розчиняють при нагріванні в 10-20 краплинах 10 %-го розчину СН3СООН. До нагрітого до кипіння розчину додають рівний об’єм 5 %-го розчину оцтовокислої міді. Рідина забарвлюється в голубий колір, а при стоянні випадає осад синього кольору.

Пояснити отримані результати і зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. У нормі вміст даного вітаміну в крові людини становить 29,2 мкмоль/л. Регуляція біохімічних процесів цим вітаміном здійснюється завдяки його коферментним формам НАД+ та НАДФ+. Функції, які виконують дані коферменти наступні: транспорт водню в окисно – відновних реакціях на всіх етапах окиснення вуглеводів, жирних кислот та амінокислот; НАД є субстратом при ДНК – лігазній реакції, яка є обов’язкової при реплікації та репарації ДНК; НАД бере участь у вивільненні гістаміну та активації системи кінінів, сприяє мікроциркуляції крові. При нестачі даного вітаміну розвивається симптомокомплекс, що відомий під назвою пелагра. Він супроводжується наступними ознаками: дерматит, порушення функції травного тракту, деменція.

Дослід 2. Феррихлоридна проба на піридоксин.

Принцип методу. При додаванні до розчину піридоксину розчину хлорного заліза утворюється комплексна сполука типу феноляту заліза, яка має характерний червоний колір.

Матеріальне забезпечення: водний розчин піридоксину, 5 % розчин FeCl3, пробірки.

Хід роботи. До 5 крапель водного розчину піридоксину додають 1 краплю 5 %-го розчину FeCl3 і збовтують. Рідина забарвлюється в червоний колір.

Пояснити отриманий результат і зробити висновок.
Клініко-діагностичне значення. У нормі вміст даного вітаміну в крові людини становить 0,6 мкмоль/л, сироватці – 0,4 мкмоль/л. Основною метаболічно активною формою вітаміну В6 є фосфорний ефір піридоксалю – піридоксаль-5-фосфат (ПАЛФ). Обмежену біологічну дію виявляє піридоксамін-5-фосфат (ПАМФ), який бере участь тільки в реакціх переамінування. Дані коферменти входять до ряду ферментів, які каталізують наступні реакції: транспорт амінокислот через клітинні мембрани; реакціях переамінування, декарбоксилування, десульфування, знешкодженні біогенних амінів, синтезі гемопротеїнів та сфінголіпідів. При нестачі даного вітаміну розвивається неврастенічний синдром, еритема тильної частини кистей рук, шиї, грудної клітки, гіперкератоз, сухість та блідість губ, можливий біль у м’язах по ходу нервів.
Дослід 3. Відновлення K3Fe (CN)6 аскорбіновою кислотою.
Принцип методу. Аскорбінова кислота відновлює K3Fe(CN)6 до K4Fe(CN)6. Остання, реагуючи з FeCl3, утворює берлінську лазур – сполуку синього кольору.

Матеріальне забезпечення: 5 % розчин K3Fe(CN)6, 1 % розчин FeCl3, 1 % витяжка з шипшини, дистильована вода, пробірки.

Хід роботи. У дві пробірки додають по одній краплі 5 %-го розчину K3Fe(CN)6 і 1 %-го розчину FeCl3. В одну з пробірок до зелено-бурої рідини, яка утворилася, додають 5 – 10 крапель 1 % витяжки з шипшини, в другу – 5 – 10 крапель дистильованої води. Рідина в першій пробірці забарвлюється в зелено-синій колір і випадає синій осад берлінської лазурі. При обережному нашаруванні дистильованої води, осад на дні пробірки стає виразнішим. В другій пробірці зелено-бура рідина забарвлення не змінює.

Пояснити отримані результати і зробити висновок.

Дослід 4. Визначити вміст аскорбінової кислоти в сечі як показник забезпеченості організму вітаміном С.

Принцип методу. Аскорбінова кислота в певних умовах легко віддає пару електронів та протонів, а отже є добрим відновником. Інші речовини – окисно-відновні індикатори при переході з окисненої форми у відновлену здатні змінювати своє забарвлення. Так, 2,6-дихлорфеноліндофенол при взаємодії з аскорбіновою кислотою відновлюється і змінює забарвлення із синього на рожеве. 
Матеріальне забезпечення: досліджувана сеча, конц. СН3СООН, 2,6-дихлорфеноліндофенол, дист. вода, колбочки, піпетки, бюретка.

Хід роботи. У дві колбочки відмірюють по 5 мл свіжої сечі, додають 5 крапель конц. СН3СООН і одну з них титрують 2,6-дихлорфеноліндофенолом до утворення стійкого рожевого забарвлення. Розчин 2,6-дихлорфеноліндофенолу приготований так, що 1 мл його реагує з 0,1 мг аскорбінової кислоти. Середній добовий діурез становить 1500 мл. Визначивши кількість затраченого на титрування 2,6-дихлорфеноліндофенолу, розраховують кількість вітаміну С, яка виділяється з сечею за добу.

Розрахунок кількості вітаміну С проводять за формулою:
          1500 × а
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де:
1500 – добовий діурез в мл;

а – кількість вітаміну С, що відповідає витраченому на титрування 2,6-дихлорфеноліндофенолу;

5 – кількість сечі в мл, яку досліджують.

Зробити висновки з проведеного дослідження та отриманих результатів.

Клініко-діагностичне значення. При багатьох захворюваннях органів травної системи порушується всмоктування вітамінів через стінку кишківника у кров і посилюється процес розпаду вітамінів у травному тракті. Це спостерігається при виразковій хворобі, гастриті, ентериті, холециститі тощо.
Для оцінки С – вітамінної забезпеченості організму в клінічній практиці визначають вміст аскорбінової кислоти у крові та сечі, а також у продуктах харчування у харчовій промисловості.
В нормі у крові дорослої людини вміст аскорбінової кислоти становить 39,7 – 113,6 мкмоль/л.
Аскорбінова кислота і продукти її розпаду виводяться з організму із сечею. У здорової людини за добу із сечею виводиться 20 – 30 мг або 113,55 – 170,33 мкмоль вітаміну С. Підвищений розпад аскорбінової кислоти зустрічається при гіпоацидному гастриті, виразковій хворобі, ентериті. Виділення вітаміну С нижче від норми свідчить про С – гіповітаміноз. Авітаміноз С призводить до виникнення захворювання – цинги, супроводжується синюшністю губ, нігтів, кровоточивістю ясен, блідістю і сухістю шкіри, точковими підшкірними крововиливами, розгойдуванням і випадінням зубів, болями в суглобах, повільним загоєнням ран.
Контроль виконання лабораторної роботи
1. У хворого спостерігається кровоточивість ясен, болі в м’язах та суглобах, підшкірні точкові крововиливи. Нестача якого вітаміну спостерігається та яким методом це можна виявити у сечі?

A. Ферихлоридна проба

B. Проба з міддю

C. Реакція з натрію 2,6 - дихлорфеноліндофенолом 

D. Реакція з тіосечовиною

E. Бромхлороформна проба

2. Відсутність якого вітаміну призводить до порушення гідроксилування амінокислот лізину та проліну?

A. Вітамін С

B. Вітамін Е
C. Вітамін К
D. Вітамін А
E. Вітамін D
3. До складу яких коферментів входить вітамін В1?

A. ТПФ, ТДФ

B. ПАЛФ, ПАМФ 

C. ФМН, ФАД

D. НАД, НАДФ

E. КоАSH, НАДФ

4. При тривалому лікуванні ізоніазидом хворих на туберкульоз виникають порушення пов’язані з недостатністю вітаміну В6. Яка причина такого стану ?

5. За добу у людини виділяється 10 мг вітаміну С. Чи забезпечений організм цим вітаміном ?

6. У хворого з сечею виділяється підвищена кількість піровиноградної кислоти. Про недостатність яких вітамінів в організмі це свідчить ?
Приклади тестів “Крок-1”
1. Біохімічні функції водорозчинних вітамінів реалізуються за рахунок перетвореня їх у коферментні форми. У яку з приведених коферментних форм перетворюється вітамін РР?

A. ФМН (флавінмононуклеотид)

B. ФАД (флавінаденіндинуклеотид)

C. ПАЛФ (піридоксальфосфат)
D. НАД (нікотинамідаденіндинуклеотид)

Е. ТПФ (тіамінпірофосфат)

2. У хворого спостерігається біль по ходу великих нервових стовбурів та підвищений вміст пірувату у крові. Перетворення якого вітаміну в активну коферментну форму є порушеним?

A. С

B. В1
C. В6
D. К

E. РР

3. В організмі людини більшість вітамінів зазнають певних перетворень. Який вітамін бере участь в утворенні коферменту ацетилювання (КоАSH)?

A. Тіамін

B. Рибофлавін

C. Пантотенова кислота

D. Нікотинамід

E. Фолієва кислота

4. Вкажіть, який з перерахованих вітамінів входить до складу коферментів дегідрогеназ циклу трикарбонових кислот:
А. Біотин

В. Рутин

С. Пантотенова кислота

D. Аскорбінова кислота

Е. Нікотинамід
Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Вплив змін концентрацій вітаміну В6 на процеси трансамінування в печінці.

2. Процеси кровотворення та їх регуляція коферментними формами вітаміну В12 та фолієвої кислоти.
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Змістовий модуль № 7. Основні закономірності обміну речовин. Цикл трикарбонових кислот.
Тема № 6. Обмін речовин і енергії. Дослідження функціонування циклу трикарбонових кислот.
Мета заняття: Засвоїти послідовність реакцій та біологічне значення циклу трикарбонових кислот, як універсального кінцевого шляху окисного катаболізму клітини. Оволодіти методами дослідження функціонування ЦТК мітохондрій та впливу малонової кислоти на перебіг його реакцій.

Актуальність теми: Вивчення особливостей функціонування циклу трикарбонових кислот є важливим для визначення його ролі у енергозабезпеченні клітини та розуміння його амфіболічної природи. Вміння аналізувати роль ЦТК необхідні для розуміння обміну речовин та енергії у клітині.
Конкретні завдання:

· Трактувати біохімічні закономірності перебігу обміну речовин: катаболічні, анаболічні, амфіболічні шляхи метаболізму; 

· Пояснювати біохімічні механізми регуляції процесів анаболізму та катаболізму;

· Трактувати біохімічні закономірності функціонування циклу трикарбонових кислот, його анаплеротичні реакції та амфіболічну сутність;

· Пояснювати біохімічні механізми регуляції циклу трикарбонових кислот та його ключову роль в обміні речовин та енергії.

Теоретичні питання
1. Поняття про обмін речовин та енергії. Характеристика катаболічних, анаболічних та амфіболічних шляхів метаболізму, їх значення.
2. Екзергонічні та ендергонічні біохімічні реакції; роль АТФ та інших макроергічних фосфатів у їх спряженні.
3. Внутрішньоклітинна локалізація метаболічних шляхів, компартменталізація метаболічних процесів в клітині. Методи вивчення обміну речовин.
4. Катаболічні шляхи обміну біомолекул: білків, вуглеводів, ліпідів, їх характеристика.
5. Найважливіші метаболіти амфіболічних шляхів обміну білків, вуглеводів, ліпідів; їх роль в інтеграції метаболізму клітини.
6. Цикл трикарбонових кислот:
· внутрішньоклітинна локалізація ферментів ЦТК;
· послідовність реакцій ЦТК;
· характеристика ферментів та коферментів ЦТК;
· реакції субстратного фосфорилування в ЦТК;
· вплив алостеричних модуляторів на регуляцію ЦТК;
· енергетичний баланс циклу трикарбонових кислот.
7. Анаплеротичні та амфіболічні реакції ЦТК.
Практична робота
Дослід 1. Виділення мітохондрій із м’язів шляхом диференційного центрифугування (демонстрація).
Принцип методу. Клітини м’язової тканини містять велику кількість спеціалізованих субклітинних органел – мітохондрій. Саме в мітохондріях відбуваються реакції циклу трикарбонових кислот (ЦТК), тканинного дихання та окисного фосфорилування. Ферменти ЦТК локалізовані в матриксі мітохондрій, а компоненти дихального ланцюга локалізовані на внутрішній мембрані мітохондрій.

Для виділення мітохондрій м’язову тканину розтирають (гомогенізують) у механічному гомогенізаторі з тефлоновим наконечником, додаючи розчин сахарози. Виділення мітохондрій з гомогенату здійснюють на рефрижераторній центрифузі. Швидкість осадження клітинних компонентів під дією відцентрової сили залежить від їх маси, розміру а також часу центрифугування.

Матеріальне забезпечення: свіжі м’язи кроля; розчин № 1 – середовище для виділення мітохондрій (0,25 М розчин сахарози і 0,01 М розчин етилендіамінтетраоцтової кислоти (ЕДТО – для зв’язування кальцію) з рН = 7,6); розчин № 2 – середовище для отримання суспензії мітохондрій (0,25 М розчин сахарози в 0,02 М розчині трис-буфера з рН = 7,5). Всі розчини охолоджують до + 2оС.

Хід роботи. Тканину м’язів очищають від жиру, подрібнюють, зважують та гомогенізують в десятикратному об’ємі охолодженого розчину № 1 протягом 40 хв. при швидкості обертання – 600 об/хв. Всі подальші процедури проводять при температурі + 1-2оС. Гомогенат звільняють від ядер та уламків клітинних мембран шляхом центрифугування впродовж 6 хв. при 700 об/хв. Отриману надосадову рідину (супернатант) переносять в інші центрифужні пробірки та повторно центрифугують протягом 10 хв. при 7000 об/хв. 

Після видалення надосадової рідини отримують осад мітохондрій. Для очищення мітохондрій, додають вихідну кількість розчину № 1, осад ресуспензують, а потім проводять повторне осадження мітохондрій протягом 10 хв. при 7000 об/хв. Отриманий осад мітохондрій ресуспензують в невеликому об’ємі розчину № 2, визначають вміст білка та використовують для вивчення функціонування ЦТК, тканинного дихання та окисного фосфорилування.

Дослід 2. Дослідження функціонування ЦТК мітохондрій за швидкістю утворення СО2 та вплив малонової кислоти на цей процес.
Принцип методу. Перетворення ацетил-S-КоА в присутності мітохондрій, що містять ферменти ЦТК, супроводжується виділенням СО2. В якості джерела ацетил-S-КоА, що вступає в ЦТК, використовують піровиноградну кислоту (ПВК). ПВК під дією мультиферментного піруват-дегідрогеназного комплексу мітохондрій піддається окисному декарбоксилуванню з утворенням ацетил-S-КоА.

Якщо блокувати ЦТК малонатом (малоновою кислотою), то СО2 не утворюється і бульбашки газу не виділяються. Малонат є класичним конкурентним інгібітором сукцинатдегідрогенази – ферменту ЦТК, оскільки зв’язується з її активним центром та перешкоджає зв’язуванню субстрату – сукцинату (бурштинової кислоти). 

Для зв’язування СО2, що утворюється, в інкубаційне середовище додають Са(ОН)2. Після закінчення інкубації, зв’язаний СО2 визначають за виділенням бульбашок газу, що утворюються після додавання до інкубаційного середовища сульфатної кислоти.

Матеріальне забезпечення: фосфатний буфер рН 7,4, розчин пірувату натрію, малонова кислота, фізіологічний розчин, розчин Са(ОН)2, суспензія мітохондрій, 0,1 М розчин H2SO4, термостат, штатив із пробірками, піпетки
Хід роботи. Три пробірки – контрольну, дослідну № 1 та дослідну № 2 заповнюють реактивами за таблицею:

	Вміст пробірок
	Пробірки

	
	Контроль
	Дослід №1
	Дослід №2

	Фосфатний буфер, рН = 7,4, мл
	2,0 
	2,0
	2,0

	Розчин пірувату натрію, мл
	0,5 
	0,5
	0,5

	Малонова кислота, мл
	–
	–
	0,5

	Фізіологічний розчин, мл
	0,5
	0,5
	–

	Розчин Са(ОН)2, мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Суспензія мітохондрій, мл
	–
	0,5
	0,5

	Суспензія мітохондрій після кип’ятіння
	0,5 мл
	–
	–

	Інкубація в термостаті: 15 хв. при температурі 37оС

	0,1 М розчин H2SO4, мл
	1,0
	1,0
	1,0

	Результати: виділення бульбашок СО2
	
	
	


Всі пробірки поміщають в термостат на 15 хв. при 37оС. Після інкубації в кожну пробірку додають по 1,0 мл 0,1 м розчину H2SO4 і спостерігають за вивільненням бульбашок СО2 

За результатами проведеного експерименту зробити висновки.

Дослід 3. Дослідження функціонування ЦТК мітохондрій за швидкістю утворення атомів водню та вплив малонової кислоти на цей процес.

Принцип методу. При окисненні ацетил-S-КоА в ЦТК вивільняється водень, який відновлює метиленову синьку та перетворює її в безбарвну лейкосполуку. Час, протягом якого відбувається знебарвлення розчину, є показником інтенсивності протікання ЦТК в мітохондріях.

При блокуванні ЦТК малонатом (малоновою кислотою), вивільнення водню не відбувається і метиленова синька не знебарвлюється. 

Матеріальне забезпечення: фосфатний буфер рН 7,4, розчин пірувату натрію, малонова кислота, фізіологічний розчин, розчин метиленової синьки, суспензія мітохондрій, термостат, штатив із пробірками, піпетки
Хід роботи. Три пробірки – контрольну, дослідну № 1 та дослідну № 2 заповнюють реактивами за таблицею:

	Вміст пробірок
	Пробірки

	
	Контроль
	Дослід №1
	Дослід №2

	Фосфатний буфер, рН = 7,4, мл
	2,0
	2,0
	2,0

	Розчин пірувату натрію, мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Малонова кислота, мл
	–
	–
	0,5

	Фізіологічний розчин, мл
	0,5
	0,5
	–

	Суспензія мітохондрій, мл
	–
	0,5
	0,5

	Суспензія мітохондрій після кип’ятіння
	0,5 мл
	–
	–

	Розчин метиленової синьки, мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Інкубація в термостаті при температурі 37оС

	Результати: час, протягом якого відбувається знебарвлення розчину
	
	
	


Зробити висновки.

Дослід 4. Визначення активності ФАД-залежної сукцинат-дегідрогенази – компонента дихального ланцюга мітохондрій.
Принцип методу. Сукцинатдегідрогеназа каталізує дегідрогенізацію сукцинату (бурштинової кислоти), в результаті чого утворюється фумарат (фумарова кислота). Кофактором ферменту є ФАД, який відновлюється в процесі реакції до ФАДН2. Утворений в реакції ФАДН2 відновлює метиленову синьку та перетворює її в безбарвну лейкосполуку.

Матеріальне забезпечення: фосфатний буфер рН 7,4, розчин бурштинової кислоти, розчин метиленової синьки, суспензія мітохондрій, 0,1 М розчин H2SO4, термостат, штатив із пробірками, піпетки.

Хід роботи. Дві пробірки – контрольну та дослідну заповнюють реактивами за таблицею:

	Вміст пробірок
	Пробірка

	
	Контрольна
	Дослідна

	Фосфатний буфер, рН = 7,4, мл
	1,0
	1,0

	Розчин бурштинової кислоти, мл
	1,0
	1,0

	Суспензія мітохондрій, мл
	–
	0,5

	Суспензія мітохондрій після кип’ятіння, мл
	0,5
	–

	Метиленова синька, мл
	0,5
	0,5

	Інкубація в термостаті при 37оС

	Результати: час, протягом якого відбувається знебарвлення розчину
	
	


За результатами проведеного експерименту зробити висновки.

Клініко-діагностичне значення. Багато речовин, у тому числі і лікарські засоби, можуть змінювати енергетику клітин, інтенсивність окислювального фосфорилування – утворення АТФ. Їх можна поділити на активатори та інгібітори енергетичного обміну. До активаторів належать кислоти циклу Кребса (лимонна, яблучна, бурштинова) та низка інших сполук (глюкоза, амінокислоти тощо), тому вони знайшли застосування у медичній практиці.

Лимонну кислоту у вигляді солей (цитрат натрію) використовують в якості засоба, що запобігає згортанню крові та може входити до складу деяких ліків. 

Контроль виконання лабораторної роботи

1. Мітохондрії – субклітинні органели, що містяться в цитоплазмі всіх клітин за винятком зрілих еритроцитів, бактерій, синьо-зелених водоростей. Який основний метод застосовують для їх виділення?

А. Диференційне центрифугування

В. Хроматографію

С. Електрофорез

D. Спектрофотометрію

Е. Гель-фільтрацію

2. Принцип визначення активності сукцинатдегідрогенази базується на відновленні метиленового синього відновленою формою коферменту. Який кофермент входить до складу сукцинатдегідрогенази:

А. ТПФ

В. НАД

С. ФМН

D. ФАД

Е. ПАЛФ

3. Яка з вказаних сполук використовується у якості інгібітора для дослідження функціонування циклу трикарбонових кислот?

А. АТФ

В. НАД+
С. Аконітат

D. Ізоцитрат

Е. Малонат

4. Пацієнт поступив у стаціонар з діагнозом цукровий діабет І типу. Серед метаболічних змін має місце зниження швидкості синтезу оксалоацетату. Який метаболічний процес порушується в результаті цього? Які енергетичні втрати будуть спостерігатися при порушенні цього метаболічного процесу. Вказати, які метаболічні шляхи можуть активуватись для компенсації втрати енергії.

5. Якими методами можна довести функціонування ЦТК? Принцип визначення активності ферментів ЦТК. Довести функціонування ЦТК за використанням ацетил-КоА, за утворенням СО2, за вивільненням проміжних продуктів атомів водню.
6. В інкубаційне середовище, де були сукцинатдегідрогеназа і бурштинова кислота, додали малонову кислоту. Як зміниться активність ферменту? Яким чином можна позбавитись негативного впливу малонової кислоти? Намалюйте графік залежності активності сукцинатдегідрогенази від концентрації субстрату без малонової кислоти та в її присутності. 
7. До якого класу та підкласу ферментів належать ферменти ЦТК?
Приклади тестів “Крок-1”
1. Ферменти циклу трикарбонових кислот здійснюють окиснення ацетил-КоА, що супроводжується відновленням 3 молекул НАД+ та однієї молекули ФАД. Де вони локалізуються?

А. На плазматичній мембрані

В. В цитоплазмі

С. На зовнішній мембрані мітохондрій

D. В матриксі мітохондрій

Е. На внутрішній мембрані мітохондрій

2. До лікарні потрапив хворий з ознаками отруєння арсеном. Порушення якого процесу має місце, якщо відомо, що миш’як блокує ліпоєву кислоту?

А. Біосинтезу жирних кислот

В. Окисного декарбоксилування (-кетоглутарової кислоти

С. Знешкодження супероксидних аніонів

D. Спряження окиснення і фосфорилування
Е. Мікросомального окиснення
3. Субстратне фосфорилування – це процес безпосередньої передачі молекули активного фосфату із субстратів, які містять макроергічний зв'язок, на АДФ з утворенням АТФ. Вкажіть, який фермент циклу лимонної кислоти бере участь у реакції субстратного фосфорилування?

А. Цитратсинтаза

В. Сукцинатдегідрогеназа

С. Фумараза

D. Сукцинілтіокіназа

E. α-Кетоглутаратдегідрогеназний комплекс

4. Яка речовина є основним джерелом енергії (паливом) для функціонування циклу трикарбонових кислот?
А. Ацетил-КоА

В. Глюкоза

С. Амінокислоти

D. Жирні кислоти

Е. Сукциніл-КоА

Індивідуальна самостійна робота студентів.

1. Анаплеротичне та амфіболічне значення циклу трикарбонових кислот.

2. Роль найважливіших метаболітів амфіболічних шляхів (пірувату, α-кетоглутарату, ацектил-КоА, сукциніл-КоА та ін.) в інтеграції метаболізму.

Література

Основна:

1. Біохімічний склад рідин організму та їх клініко-діагностичне значення. Довідник / За ред. Склярова О.Я. – Київ: Здоров’я, 2003. – 192 c.
2. Губський Ю. І. Біологічна хімія. – Київ-Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. – 508 с.

3. Гонський Я.І., Максимчук Т.П., Калинський М.І. Біохімія людини. – Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. – 744 с. 

4. Практикум з біологічної хімії / За ред. О.Я. Склярова. – К.: Здоров’я, 2002. – 298 с.
5. Біологічна хімія. Тести та ситуаційні задачі. / За ред. О.Я. Склярова. – Львів: Світ, 2006. – 271 с.
Додаткова:
1. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф, Биологическая химия. – Москва: Медицина, 1998. – 701 с
2. Кольман Я., Рем К.-Г. Наглядная биохимия. – Москва: Мир, 2000. – 470 с.
3. Марри Р., Греннер Д., Мейес П., Родуэлл В. Биохимия человека. т. 1. – М.: Мир, 2004. – 381 с.
4. Мещишен І.Ф., Яремій І.М. Особливості обміну речовин у дітей / Чернівці: БДМА, 2003. – С. 4-18.
Змістовий модуль № 8. Молекулярні основи біоенергетики.

Тема № 7. Дослідження процесів біологічного окиснення, окисного фосфорилування та синтезу АТФ.

Мета заняття: Засвоїти основні принципи організації дихального ланцюга мітохондрій. Знати роль окисно-відновних ферментів у тканинному диханні. Оволодіти методами дослідження дії оксидоредуктаз: фенолоксидази, альдегіддегідрогенази, пероксидази, цитохрому с.

Актуальність теми: Окисно-відновні ферменти забезпечують перебіг реакцій, пов’язаних з перенесенням електронів та протонів і лежать в основі утворення макроергічних сполук. Дослідження їх функціонування важливе для глибокого розуміння механізмів тканинного дихання і його ролі при різних функціональних станах організму.

Конкретні завдання: 
· Пояснювати процеси біологічного окиснення субстратів в клітинах та запасання енергії, що вивільняється, у вигляді макроергічних зв’язків АТФ; 

· Аналізувати реакції біологічного окиснення та їх роль в забезпеченні фундаментальних біохімічних процесів;

· Малатаспартатна та гліцеролфосфатна човникові системи транспорту відновлюваних еквівалентів гліколітичного НАДН в мітохондрії та їх значення.

· Пояснювати структурну організацію ланцюга транспорту електронів та його молекулярних комплексів;

· Трактувати роль біологічного окиснення, тканинного дихання та окисного фосфорилування в генерації АТФ за аеробних умов.

Теоретичні питання

1. Біологічне окиснення субстратів в клітинах.

2. Реакції біологічного окиснення та їх функціональне значення:

· дегідрогеназні;

· оксидазні;

· оксигеназні (моно- та діоксигеназні).

3. Піридинзалежні дегідрогенази. Будова НАД+ і НАДФ+. Їх значення у реакція окиснення та відновлення.

4. Флавінзалежні дегідрогенази. Будова ФАД і ФМН. Їх роль у реакціях окиснення та відновлення.

5. Цитохроми та їх роль у тканинному диханні. Будова їх простетичної групи.

6. Молекулярна організація ланцюга транспорту електронів (дихального ланцюга) мітохондрій:

· компоненти дихального ланцюга мітохондрій;

· послідовність переносників електронів в дихальному ланцюгу;

· роль редокс-потенціалів у транспорті електронів і протонів.

7. Надмолекулярні комплекси дихального ланцюга внутрішніх мембран мітохондрій.

8. Шляхи включення відновлювальних еквівалентів (електронів та протонів) у дихальний ланцюг мітохондрій.

9. Шляхи утворення АТФ в клітинах – субстратне та окисне фосфорилування.
Практична робота
Дослід 1. Дослідження дії фенолоксидази.
Принцип методу. Метод базується на явищі забарвлення пірокатехіну в разі окиснення його молекулярним киснем за присутності фенолоксидази.
Матеріальне забезпечення: розчин пірокатехіну, 2 г свіжої картоплі, дистильована вода, розчин натрію сульфіду, ступка, штатив із пробірками, піпетки, водяна баня, термометр, газовий пальник.
Хід роботи. Одержання свіжого соку з картоплі: 1 – 2 г свіжої картоплі розтирають у ступці, додають 25 мл води, перемішують і зливають розчин у пробірку (ножем подрібнювати картоплю не можна, тому що іони заліза спричинюють потемніння).
У 4 пронумеровані пробірки наливають по 0,5 мл свіжого картопля​ного соку. У першу пробірку додають 0,5 мл пірокатехіну, у другу – 1 – 2 краплі інгібітора натрію сульфіду та 0,5 мл пірокатехіну. Вміст третьої пробірки кип’ятять, а потім вміщують 0,5 мл пірокатехіну. У четверту пробірку доливають 0,5 мл дистильованої води.
Усі пробірки ставлять на водяну баню на 30 хв. при температурі 37° С. Вміст пробірок перемішують для кращого доступу кисню. Розчин пер​шої пробірки забарвлюється внаслідок окиснення пірокатехіну киснем за присутності фенолоксидази. Колір розчинів у другій, третій, четвертій пробірках не змінюється.
Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.
Дослід 2. Дослідження дії альдегіддегідрогенази.
Принцип методу. Метод базується на знебарвленні метиленового синього за умови його відновлення альдегідом у присутності ферменту альдегіддегідрогенази. Дегідрогеназа, що міститься в молоці, легко окиснює формальдегід у мурашину кислоту. При цьому відбувається перенесення водню на метиленовий синій, який знебарвлюється:


[image: image1.emf]С Н

О

Н

+ Н

2

О

формальдегід гідратована форма формальдегіду

НС

ОН

ОН

ОН

гідратаза

НС

ОН

ОН

ОН

+ Мс

альдегідоксидаза

С Н

О

ОН

метиленовий

синій

форміатна кислота


Матеріальне забезпечення: нейтралізований альдегід, розчин метиленового синього, молоко, штатив із пробірками, піпетки, водяна баня, термометр, газовий пальник.
Хід роботи. Готують 3 пронумеровані пробірки. В першу наливають 1 мл молока, 1 – 2 крап. нейтралізованого альдегіду і 2 краплі розчину метиленового синього. У другу пробірку – 1 мл молока та 2 краплі метиленового синього. В третю пробірку – 1 мл прокип'яченого молока, 1 – 2 краплі нейтралізованого альдегіду і 2 краплі розчину метиленового синього. Вміст усіх трьох пробірок перемішують і ставлять на водяну баню на 30 хв. при температурі 37°С.

У першій пробірці розчин метиленового синього знебарвлюється. У другій і третій знебарвлення не спостерігають.
Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.

Дослід 3. Дослідження дії пероксидази.
Принцип методу. Метод базується на здатності пероксидази за присутності гідрогену пероксиду каталізувати окиснення бензидину, яке супроводжується його наступним забарвленням.
Матеріальне забезпечення: витяжка з хрону, 3 %-ний розчин гідрогену пероксиду, розчин бензидину в оцтовій кислоті, інгібітор пероксидази, штатив із пробірками, піпетки, газовий пальник.
Хід роботи. Готують 3 пронумеровані пробірки. В першу вливають 3-4 краплі розчину бензидину в оцтовій кислоті, 3-4 краплі 3 %-го розчину гідрогену пероксиду та 3-4 краплі витяжки з хрону. В другу пробірку вносять 3-4 краплі розчину бензидину в оцтовій кислоті, 3-4 краплі 3 %-го розчину гідрогену пероксиду та 3-4 краплі прокип’яченої витяжки з хрону. В третю пробірку до 3-4 крапель розчину бензидину додають інгібітор пероксидази, витяжку з хрону, після перемішування додають 3-4 краплі гідрогену пероксиду.
У першій пробірці спостерігають появу синього забарвлення. В другій та третій пробірках забарвлення відсутнє. 

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.
дослід 4. Дослідження відновлення цитохрому С.
Принцип методу. Метод ґрунтується на реакції відновлення цитохрому с за допомогою водню, що виділяється в реакції між металічним цинком та хлоридною кислотою. Після відновлення червоний колір цитохрому с бідніє.

Матеріальне забезпечення: розчин цитохрому с – 100мг/мл, 0,5 М розчин (9 %) аскорбінової кислоти, концентрована хлоридна кислота, металічний цинк, пробірки з газовідвідною трубкою.
Хід роботи. У першу пробірку вносять 8-10 крапель цитохрому с, у другу пробірку з газовідвідною трубкою – стільки ж концентрованої хлоридної кислоти і металічний цинк. Закривають пробірку корком і зовнішній кінець трубки опускають у пробірку з розчином цитохрому с так, щоб через розчин проходили бульбашки водню. При стоянні на повітрі розчин цитохрому с поступово відновлює попереднє забарвлення.

У пробірку наливають 1 мл розчину цитохрому с, додають 0,5 М розчин аскорбінової кислоти (2 – 3 мл) і закривають пробірку корком. Спостерігають за зміною кольору. 

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Цитохроми – окисно-відновні ферменти, які беруть участь у транспортуванні електронів у процесах тканинного дихання. Вони належать до залізопорфіринових ферментів, простетична група яких містить різні похідні гему. Атом феруму в гемі може змінювати валентність, приєднуючи або віддаючи електрони. Препарат цитохрому с використовують для покращення тканинного дихання асфіксії новонароджених, при астматичних станах, хронічній пневмонії, серцевій недостатності, ішемічній хворобі серця, інфекційному гепатиті при інтоксикаціях та інших станах, що супроводжуються порушенням окиснювальних процесів в організмі. 

Контроль виконання лабораторної роботи

1. Дослідження дії якого з перерахованих ферментів базується на знебарвленні бензидину при його окисненні?

А. Пероксидази

В. Цитохрому С

С. Альдегіддегідрогенази

D. Фенолоксидази

Е. Лактатдегідрогенази

2. Який інгібітор використовують для дослідження дії фенолоксидази?

А. Малонат

В. FeCl3
С. Йодацетамід

D. Na2S
Е. CuSO4

3. За яких умов відбувається забарвлення пірокатехіну при окисненні його молекулярним киснем в присутності фенолоксидази:

А. За наявності Na2S
В. Після кип’ятіння картопляного соку

С. За відсутності пірокатехіну
D. У присутності картопляного соку та пірокатехіну

Е. За відсутності пірокатехіну

4. Масова доля феруму в цитохромі с становить 0,426 %. Розрахуйте молекулярну масу цитохрому і опишіть значення цього ферменту.

5. У новонароджених, на відміну від дорослих, міститься деяка кількість бурого жиру. Поясніть таку особливість будови організмів різного віку, якщо відомо, що бурий жир містить велику кількість мітохондрій, а вихід АТФ у ньому в перерахунку на атом поглинутого кисню становить менше одиниці.

Приклади тестів “Крок-1”
1. Ферменти дихального ланцюга здійснюють окиснення біологічних субстратів та транспортування відновлюваних еквівалентів на кисень з утворенням молекули води. Де вони локалізуються?

А. На плазматичній мембрані

В. В цитоплазмі

С. На зовнішній мембрані мітохондрій

D. В матриксі мітохондрій

Е. На внутрішній мембрані мітохондрій

2. Цитохроми – компоненти дихального ланцюга мітохондрій, що здійснюють перенос електронів від убіхінону на молекулярний кисень. Яка частина молекули цитохрома бере участь в окисно-відновних реакціях?

А. Вінільний радикал

В. Пірольне кільце

С. Білкова частина

D. Атом заліза

Е. Метиновий мостик

3. НАДН+Н+-дегідрогеназа – фермент, що знаходиться на внутрішній мембрані мітохондрій, який в якості коферменту містить:

А. НАД+
В. ФАД

С. ФМН

D. НАДН+Н+
Е. НАДФ
4. Назвати останній компонент мультиензимного комплексу дихального ланцюга мітохондрій, що здатний транспортувати як електрони, так і протони:

А. Убіхінон 

В. НАД

С. Залізо-сірчаний білок

D. Цитохром в 

Е. Цитохром а3
Індивідуальна самостійна робота студентів.

1. Розвиток вчення про біологічне окиснення. Значення праць А.М. Баха, В.І. Паладіна та О. Варбурга.

2. Сучасні уявлення про організацію дихального ланцюга як єдиного поліферментативного комплексу.

Література

Основна:
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4. Практикум з біологічної хімії / За ред. О.Я. Склярова. – К.: Здоров’я, 2002. – 298 с.
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Додаткова:
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Тема № 8. Дослідження дії інгібіторів та роз’єднувачів окисного фосфорилування.
Мета заняття: Засвоїти основні принципи хеміосмотичної теорії Мітчела.  Оволодіти методом визначення активності каталази в крові, навчитись використовувати цей показник в клініко-діагностичних цілях.
Актуальність теми: Хеміосмотична теорія окисного фосфорилування пояснює молекулярні механізми генерації АТФ в ході біологічного окиснення. При деяких патологічних процесах, які супроводжуються гіпоксією, може відбуватися неповне відновлення молекули кисню в дихальному ланцюзі та накопичення гідрогену пероксиду, розщеплення якого каталізує фермент каталаза. Тому визначення її активності є важливим критерієм для оцінки антиоксидантного стану організму. 
Конкретні завдання:

· Пояснювати механізми спряження біологічного окиснення та окисного фосфорилування – синтезу АТФ; 

· Аналізувати структурно-функціональні особливості функціонування дихального ланцюга, що забезпечують ефективний синтез АТФ;

· Пояснювати основні засади хеміосмотичної теорії окисного фосфорилування;

· Аналізувати дію інгібіторів і роз’єднувачів окисного фосфорилування природного та синтетичного походження, їх фізіологічне значення.

Теоретичні питання

1. Хеміосмотична теорія окисного фосфорилування – молекулярний механізм генерації АТФ в процесі біологічного окиснення.

2. Електрохімічний градієнт протонів (((Н+), що утворюється під час функціонування електронно-транспортного ланцюга його роль у спряженні транспорту електронів в мітохондріях з синтезом АТФ. 

3. Схема хеміосмотичного механізму спряження транспорту електронів у дихальному ланцюгу з синтезом АТФ. Молекулярна будова та принцип дії АТФ-синтетази.

4. Інгібітори транспорту електронів в дихальному ланцюгу мітохондрій.

5. Роз’єднувачі транспорту електронів та окисного фосфорилування в дихальному ланцюгу мітохондрій. 
6. Порушення синтезу АТФ в умовах дії на організм людини патогенних факторів хімічного, біологічного та фізичного походження.

7. Активні форми кисню,  механізми їх утворення та інактивації.

Практична робота
Дослід 1. Вивчення окисного фосфорилування в мітохондріях та дії роз’єднувача – 2,4-динітрофенолу на цей процес.
Принцип методу. Визначення неорганічного фосфату ґрунтується на здатності амонію молібдату в кислому середовищі приєднувати залишок фосфорної кислоти з утворенням амонію фосфату. Амонію фосфат під дією відновника – аскорбінової кислоти утворює продукти забарвлені в синій колір. В процесі окисного фосфорилування Фн вилучається з інкубаційного середовища, а тому інтенсивність синього забарвлення розчину зменшується. 

Матеріальне забезпечення: щойно виділені мітохондрії з м’язів кроля; суміш № 1 – 0,08 моль КН2РО4, 0,255 моль KCl, 0,05 моль MgCl2 розчиняють в дистильованій воді, додають 0,1 М розчин КОН до рН = 7,4 та доводять об’єм в мірній колбі до 1 л; суміш № 2 – водний розчин глюкози з АТФ, що містить 90 мг глюкози та 30 мг АТФ в 1 мл; гексокіназа в 1 %-му розчині глюкози (0,8 мг гексокінази в 1 мл); 5 %-й розчин сукцинату калію; 5 %-й розчин оцтової кислоти; 10 %-й розчин трихлороцтової кислоти (ТХО); 1 %-й розчин динітрофенолу; 2,5 %-й розчин молібдата амонію в 10 М розчині H2SO4 (2,5 г молібдата амонію розчиняють в 50 мл 20 М розчину H2SO4 і доводять об’єм водою до 100 мл); 5 %-й розчин аскорбінової кислоти.

Хід роботи. Три пробірки – контрольну, дослідну № 1 та дослідну № 2 заповнюють реактивами за таблицею:

	Вміст пробірок
	Пробірки

	
	Контроль
	Дослід №1
	Дослід №2

	Суміш № 1 мл
	1,0
	1,0
	1,0

	Суміш № 2 мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Гексокіназа мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Сукцинат калію мл
	0,5
	0,5
	0,5

	2,4-динітнофенол (краплі)
	---
	---
	2

	Суспензія мітохондрій мл
	---
	0,5
	0,5

	Суспензія мітохондрій після кип’ятіння 
	0,5 мл
	---
	---

	Розчин оцтової кислоти (краплі)
	2
	---
	---

	Інкубація в термостаті 15 хв. при температурі 37оС

	Розчин ТХО мл
	1,0
	1,0
	1,0

	Молібдат амонію мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Аскорбінова кислота мл
	0,5
	0,5
	0,5

	Результати: спостерігають за появою синього забарвлення
	
	
	


Оцтова кислота додається для повноти денатурації білка в контрольній пробірці. Після інкубації в термостаті протягом 15 хв. при 37оС в кожну пробірку додають по 1 мл 10 %-го розчину ТХО; по 0,5 мл 2,5 %-го розчину молібдату амонію та по 0,5 мл 5 %-го розчину аскорбінової кислоти. Впродовж 20 хвилин спостерігають за появою синього забарвлення.

Зробити висновки.

Клініко-діагностичне значення. Визначення коефіцієнту окисного фосфорилування використовується з метою характеристики ефективності процесів енергопродукції в тканинах в нормі та при патології. Порушення синтезу АТФ спостерігають за умов дії на організм людини і тварин багатьох патогенних факторів хімічного (зокрема, природні та синтетичні токсини, лікарські засоби, тощо), біологічного (гормони, антибіотики, проміжні продукти метаболізму) та фізичного (іонізуюча радіація) походження. Всі вони спричинюють роз’єднання дихання та окисного фосфорилування за рахунок порушення здатності створювати та підтримувати електрохімічний протонний потенціал на внутрішній мембрані мітохондрій. 

Дослід 2. Кількісне визначення активності каталази в крові.
Принцип методу. Каталаза – фермент класу оксидоредуктаз, що каталізує розщеплення гідрогену пероксиду на воду і оксиген:

                          каталаза

[image: image3.png]


             2 Н2О2                2Н2О + О2

Метод базується на визначенні кількості гідрогену пероксиду, перетвореного ферментом за певний проміжок часу. Гідроген пероксиду розкладається каталазою, а його надлишок відтитровують за присутності сульфатної кислоти:

5H2O2 + 2 KMnO4 + 3 H2SO4 → K2SO4 + 2 MnSO4 + 8 Н2О + 5О2

Матеріальне забезпечення: розведена кров (1:1000), дистильована вода, 1%-ний розчин Н2О2, 10 % розчин сульфатної кислоти, 0,1 н розчин КМnO4, колбочки, піпетки, бюретка.

Хід роботи. Розведену кров (1:1000) наливають по 1 мл у дві колбочки, додають по 7 мл дистильованої воли, в дослідну пробу додають 2 мл 1 % Н2О2, а в контрольну – 5 мл 10 % розчину сульфатної кислоти. Дія каталази в кислому середовищі припиняється (у контрольній пробі), оскільки її рН оптимум – 7,4. Колбочки залишають на 30 хв. при кімнатній температурі. Потім до дослідної проби додають 5 мл 10 % розчину Н2SO4, а до контрольної – 2 мл 1 % р-ну Н2О2. Вміст колбочок титрують 0,1н р-ном КМnO4 до появи стійкого рожевого забарвлення.

Каталазне число (Кч) розраховують за формулою: 

Кч= (А-В) x 1,7

А – кількість мл 0,1 н р-ну КМnO4, яка пішла на титрування контрольної проби;

В – кількість в мл 0,1 н р-ну КМnO4, яка пішла на титрування дослідної проби.

У нормі каталазне число становить 10-15 одиниць.

Каталазне число – це кількість гідрогену пероксиду (мг), що розкладається в 1 мкл досліджуваної крові.

Пояснити отриманий результат. Зробити висновок. 

Клініко-діагностичне значення. Біологічна роль каталази полягає у захисті організму від шкідливого впливу гідрогену пероксиду, який утворюється при внутрішньоклітинному окисненні різних сполук. 

За умов норми каталазне число становить в крові 10-15 одиниць. Однак визначення каталазного числа без одночасного визначення кількості еритроцитів є недоцільним, оскільки кількість фермента є залежною від кількості еритроцитів. Тому в клініці використовують не каталазні числа, а показник каталази, в якому чисельником є каталазне число, а знаменником – кількість еритроцитів в 1 мл крові. Цей показник становить у нормі 2-3(10-6.

Висока активність каталази спостерігається при перніціозній анемії та інших макроцитарних анеміях, при введенні в організм кофеїну, ацетонових тіл, алкоголю. Пониження активності ферменту спостерігається при злоякісних пухлинах, інфекційних захворюваннях, таких як черевний тиф, скарлатина, малярія, туберкульоз легень.
Контроль виконання лабораторної роботи

1. В організмі людини виявлено дефіцит заліза. Це спричинює зниження активності ферменту:

А. Глутатіонпероксидази

В. Карбоангідрази

С. Карбоксипептидази

D. Церулоплазміну

Е. Каталази

2. Спряження тканинного дихання з окисним фосфорилуванням відбувається за наявності електрохімічного градіенту іонів Н+ між матриксом та міжмембранним простором. Яка з перерахованих речовин може роз’єднувати процеси дихання та фосфорилування?А. Соматотропін

В. Ціаніди

С. Динітрофенол

D. Глюкоза

Е. Ротенон 

3. За умов норми каталазне число становить:

А. 1-6 одиниць

В. 25-50 одиниць

С. 10-15 одиниць

D. 100-200 одиниць

Е. 250-1000 одиниць

4. Метод визначення якого із перерахованих ферментів базується на визначенні кількості гідрогену пероксиду, перетвореного ним за певний проміжок часу:

А. Аконітаза

B.
Цитохромоксидаза

C.
Лактатдегідрогеназа

D.
Амілаза

E.
Каталаза

5. Амітал – фармпрепарат, який застосовують у фармакології у якості снодійного засобу. Який механізм його дії на процеси тканинного дихання?

6. У хворого гіперфункція щитоподібної залози. Чому порушується біологічне окиснення в клітинах?

Приклади тестів “Крок-1”
1. При тиреотоксикозі підвищується продукція тиреоїдних гормонів Т3 і Т4, спостерігають схуднення, тахікардія, психічна збудливість та ін. Як саме впливають тиреоїдні гормони на енергетичний обмін у мітохондріях клітин?

A. Блокують дихальний ланцюг
B. Активують субстратне фосфорилування
C. Блокують субстратне фосфорилування
D. Роз’єднують процеси окиснення та окисного фосфорилування

Е. Активують окисне фосфорилування

2. Судово-медичний експерт під час розтину тіла 20-річної дівчини встановив, що смерть настала внаслідок отруєння ціанідами. Порушення якого процесу найбільш імовірно стало причиною смерті дівчини?

A. Тканинного дихання

B. Синтезу гемоглобіну
C. Транспорту кисню гемоглобіном
D. Синтезу сечовини
E. Транспорту водню за допомогою малатаспартатного механізму

3. Підвищену стійкість “моржів” до холодної води пояснюють тим, що в них синтезуються у великих кількостях гормони, які посилюють процеси окиснення і утворення тепла в мітохондріях шляхом роз'єднання біологічного окиснення та окисного фосфорилування. Які це гормони (гормон)?

A. Глюкагон

B. Адреналін і норадреналін

C. Йодвмісні гормони щитоподібної залози (йодтироніни)

D. Інсулін

E. Кортикостероїди

4. При патологічних процесах, які супроводжуються гіпоксією, відбувається неповне відновлення молекули кисню в дихальному ланцюзі і накопичення гідрогену пероксиду. Вкажіть фермент, який забезпечує його руйнування.

A.
Каталаза
B.
Цитохромоксидаза
C.
Сукцинатдегідрогеназа
D.
α-Кетоглутаратдегідрогеназа
E.
Аконітаза
Індивідуальна самостійна робота студентів.

1. Роз’єднувачі окисного фосфорилування і регуляція термогенезу.

2. Універсальність хеміоосмотичної теорії для живих систем.
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Тема № 9. Підсумковий контроль. Модуль 2.

Теоретичні питання
1. Предмет і завдання біохімії. Основні напрямки та розділи біохімії.

2. Біохімія як фундаментальна медико-біологічна наука: історія розвитку; наукові біохімічні школи, значення в системі вищої медичної освіти.

3. Досягнення біохімії, молекулярної біології, біотехнології та генної інженерії у встановлені молекулярних механізмів патогенезу хвороб, діагностиці і лікуванні основних захворювань людини: серцево-судинних, онкологічних, інфекційних тощо.

4. Хімічний склад живого організму. Характерні риси живої матерії: обмін речовин  й енергії  та їх зв’язок із зовнішнім середовищем.

5. Структурні елементи клітини, їх фракційне розділення методом ультрацентрифугування.

6. Основні методи біохімічних досліджень (осадження речовин з розчину, висолювання білків, оптичні методи в біохімії, електрофорез, хроматографія, полярографічний метод дослідження, використання манометричного та радіоізотопного методів у біологічних дослідженнях, імуноферментні методи аналізу. 

7. Ферменти:  визначення; властивості ферментів як біо​​​логічних  каталізаторів.

8. Класифікація та номенклатура ферментів, характеристика окремих класів ферментів.

9. Будова та механізми дії ферментів. Активний та алостеричний (регуляторний) центри.

10.  Кофактори, коферменти та простетичні групи.

11.  Роль іонів металів у функціонуванні ферментів.

12.  Класифікація коферментів за хімічною природою та за типом реакції, яку вони каталізують.

13.  Коферменти – переносники атомів водню та електронів (НАД+, НАДФ+ - коферменти – похідні вітаміну РР; ФАД, ФМН – коферменти – похідні вітаміну В2 – рибофлавіну; роль вітаміну С в окисно-відновних реакціях).

14.  Коферменти – переносники хімічних груп (піридоксалеві коферменти; НS-КоА – коензим ацилювання; ліпоєва кислота; фолієва кислота).

15.  Коферменти ізомеризації, синтезу та розщеплення С–С зв’язків (тіаміндифосфат; карбоксибіотин – біологічно активна форма вітаміну Н – біотину; метилкобаламін та дезоксиаденозилкобаламін – похідні вітаміну В12).

16.  Внутрішньоклітинна локалізація ферментів.
17.  Тканинна (органна) специфічність ферментів.
18.  Ізоферменти, особливості будови та функціонування, значення в діагностиці захворювань.

19.  Механізми дії та кінетика ферментативних реакцій: залежність швидкості реакції від концентрації субстрату, рН та температури.

20.  Механізми каталітичної дії хімотрипсину та ацетилхолінестерази.
21.  Активатори та інгібітори ферментів: приклади та механізми дії.

22.  Типи інгібірування ферментів: зворотне (конкурентне, неконкурентне) та незворотнє інгібування.

23.  Регуляція ферментативних процесів. Шляхи та механізми регуляції: алостеричні ферменти; ковалентна модифікація ферментів.

24.  Циклічні нуклеотиди (цАМФ, цГМФ) як регулятори ферментативних реакцій та біологічних функцій клітини. 

25.  Ензимопатії – уроджені (спадкові) вади метаболізму вуглеводів, амінокислот, порфіринів, пуринів.

26.  Ензимодіагностика патологічних процесів та захворювань.

27.  Ензимотерапія – застосування ферментів, їх активаторів та інгібіторів в медицині.

28.  Принципи та методи виявлення ферментів у біооб'єктах. Одиниці виміру  активності та кількості ферментів.

29.  Методи виявлення ферментів у біологічних об’єктах (кров, слина, сеча, окремі тканини).
30.  Обмін речовин (метаболізм) – загальні закономірності перебігу катаболічних та анаболічних процесів.

31.  Спільні стадії внутрішньоклітинного катаболізму біомолекул: білків, вуглеводів, ліпідів.

32.  Цикл трикарбонових кислот. Локалізація, послідовність ферментативних реакцій, характеристика ферментів та коферментів, значення в обміні речовин.

33.  Енергетичний баланс циклу трикарбонових кислот. Фізіологічне значення реакцій ЦТК. 

34.  Реакції біологічного окиснення; типи реакцій (дегідрогеназні, оксидазні, оксигеназні) та їх біологічне значення. Тканинне дихання. 

35.  Ферменти біологічного окиснення  в  мітохондріях: піридин-, флавінзалежні дегідрогенази, цитохроми. 

36.  Послідовність компонентів дихального ланцюга мітохондрій. Молекулярні комплекси внутрішніх мембран мітохондрій.

37.  Окисне фосфорилування: пункти спряження транспорту електронів та фосфорилування, коефіцієнт окисного фосфорилування
38.  Хеміосмотична теорія окисного фосфорилування, АТФ-синтетаза мітохондрій.

39.  Інгібітори транспорту електронів та роз’єднувачі окисного фосфорилування.

40.  Активні форми кисню та механізми їх інактивації.
41. Пояснити основні принципи визначення активності ферментів на прикладі амілази слини (йод-крохмальна реакція та реакції Тромера та Фелінга). 

42. Довести білкову природу ферментів біуретовою реакцією, реакцією Фоля. Пояснити принципи методів.

43. Пояснити термолабільність ферментів на прикладі визначення активності амілази слини, яка попередньо нагріта або охолоджена та попередньо не оброблена.

44. Намалювати графік залежності активності пепсину та амілази слини від рН середовища. Пояснити його.

45. Довести абсолютну специфічність сахарази (в реакціях з сахарозою та крохмалем). Які ще види специфічності ферментів існують?

46. Пояснити вплив модуляторів на активність ферментів на прикладі визначення активності холінестерази в присутності хлориду кальцію та фосфаколу, на прикладі активності амілази слини в присутності хлориду натрію.

47. Як можна довести функціонування ЦТК? Принцип визначення активності ферментів ЦТК. Довести функціонування ЦТК за використанням ацетилКоА, за утворенням СО2, за вивільненням з проміжних продуктів атомів водню. 

48. Інгібування ферментів ЦТК малоновою кислотою. Назвіть тип інгібування. Яким чином можна позбавитись негативного впливу малонової кислоти? Намалюйти графік залежності активності ферментів ЦТК від концентрації субстрату без малонової кислоти та в її присутності. До якого класу та підкласу ферментів належать ферменти ЦТК?

49. Вивчення активності сукцинатдегідрогенази мітохондрій. До якого класу та підкласу ферментів належить цей фермент? Пояснити принцип методу. Назвати інгібітори ферментів дихального ланцюжка, інгібітори окисного фосфорилування.
50. Дослідити процес окисного фосфорилування в мітохондріях, пояснити, на чому він базується. Які фармакологічні та фізіологічні сполуки є роз’єднувачами дихання і фосфорилування? Пояснити біохімічний механізм їх дії.
Приклади тестового контролю знань.

1. Для кількісного розділення і визначення відносного вмісту кожної амінокислоти в гідролізаті білків використовують:

А. Електрофорез

В. Розподільну  хроматографію

С. Іонообмінну хроматографію

D. Ультрацентрифугування

Е. Гель-фільтрацію

2. Лікар призначив пацієнту аналіз білкових фракцій крові. В лабораторії був використаний метод електрофорезу. Яка властивість білків дає змогу застосовувати даний метод?

А. Здатність до набухання
В. Оптична активність

С. Високий онкотичний тиск

D. Наявність електричного заряду

Е. Висока в’язкість 
3. Вкажіть який тип інгібування спостерігається при застосуванні інгібітора ацетилхолінестерази – прозерину:

А. Конкурентне

В. Зворотне

С. Неконкурентне

D. Безконкурентне

Е. Алостеричне

4. Ацетилхолінестераза – фермент, що здійснює розщеплення ацетилхоліну. Інсектициди, пестициди та отрути з нервово-паралітичною дією на основі фторфосфатів, незворотно інгібують ацетилхолінестеразу. Вкажіть механізм інгібування: 

А. Інгібітори є структурними аналогами субстрату

В. Інгібітори зв'язуються зі залишком гістидину в алостеричному центрі

С. Інгібітори зв'язуються зі залишком серину в активному центрі ферменту

D. Інгібітори утворюють комплекс з ацетилхоліном

Е. Інгібітори викликають денатурацію ферменту
5. У хворого спостерігають болючість по ходу великих нервових стовбурів та підвищений вміст пірувату у крові. Нестача якого вітаміну може викликати такі зміни?

A. С

B. В1
C. В6
D. К

E. РР

6. Біохімічні функції водорозчинних вітамінів реалізуються за рахунок перетвореня їх у коферментні форми. У яку з приведених коферментних форм перетворюється вітамін РР?

A. ФМН (флавінмононуклеотид)

B. ФАД (флавінаденіндинуклеотид)

C. ПАЛФ (піридоксальфосфат)
D. НАД (нікотинамідаденіндинуклеотид)

Е. ТПФ (тіамінпірофосфат)

7. Реакція конденсації ацетил-КоА з оксалоацетатом здійснюється за участю:

А. Аконітатгідратази

В. Дигідроліпоїлдегідрогенази 
С. Піруватдегідрогенази

D. Дигідроліпоїлацетилтрансферази

Е. Цитратсинтетази 

8. Ціаніди – клітинні отрути, інгібітори транспорту електронів на термінальній ділянці дихального ланцюга мітохондрій. Який механізм їх токсичної дії?

А. Блокування електронного транспорту на рівні НАДН-коензим-Q-редуктази

В. Блокування переносу електронів з цитохма в(с1
С. Інгібування функцій АТФ-синтетази

D. Утворення комплексів з Fe3+-формою гему цитохромоксидази

Е. Роз’єднання дихання та окисного фосфорилування в мітохондріях

Приклади тестів та ситуаційних задач по засвоєнню практичних навичок

1. Назвати оптичні методи дослідження, які використовуються в клінічній біохімії:

А. Фотоелектроколориметричні

В. Афінна хроматографія

С. Флюоресцентний аналіз

D. Полярографія

Е. Імуноферментний аналіз

2. Для виявлення функціональних груп (-SH, NH2, імідазольних) у білках, ферментах використовують такі методи дослідження:
А. Електрофорез

В. Люмінесцентний аналіз

С. Іонообмінну хроматографію

D. Полярографію

Е. Імуноферментний аналіз

3. Що відбувається з ферментами за умов високої температури?

А. Гідроліз

В. Денатурація

С. Утворення фермент-субстратного комплексу

D. Блокування активного центру

Е. Порушення первинної структури

4. Після додавання витяжки з підшлункової залози в пробірку з розчином крохмалю, відмічено відсутність синього забарвлення в пробі з розчином йоду, що свідчило про гідроліз крохмалю. Під впливом якого ферменту підшлункової залози це відбулося.
А. α-амілази

В. Хімотрипсину

С. Ліпази

D. Альдолази

Е. Трипсину

5. Метод визначення якого із перерахованих ферментів базується на визначенні кількості гідрогену пероксиду, перетвореного ним за певний проміжок часу:
А.
Аконітаза

B.
Цитохромоксидаза

C.
Лактаттдегідрогеназа

D.
Амілаза
E.
Каталаза
6. З біологічної рідини шляхом висолювання виділили білок, який буде використаний для лікування. Яким методом можна звільнити його від низькомолекулярних домішок?
А. Секвенацією

В. Денатурацією

С. Висолюванням

D. Електрофорезом

Е. Діалізом

7. У сироватці крові хворого на пієлонефрит виявлено зміни у співвідношенні білкових фракцій. Вкажіть, яким методом можна розділити на фракції білки плазми крові?
8. В підшлунковій залозі знаходяться ферменти: амілаза, пептидази та ліпази. Які з цих ферментів за певних умов може викликати автоліз органу і чому?

9. У хворого в сироватці крові виявлено підвищення активності ЛДГ4 і ЛДГ5, аланінамінотрансферази, карбомоїлорнітинтрансферази. В якому органі можна передбачити розвиток патологічного процесу?

10. В інкубаційне середовище де була сукцинатдегідрогеназа і янтарна кислота додали малонову кислоту. Як зміниться активність фермента? Чи є цей процес зворотнім? Як його повернути?

11. За добу в людини виділяється з сечею 10 мг вітаміну С. Чи забезпечений організм цим  вітаміном?

12. Чому хворим з серцево-судинною недостатністю та ознаками ацидозу призначають препарат кокарбоксилазу (тіамінпірофосфат)?

13. Під час обстеження хворого встановлено, що активність каталази крові в нього становить 6 одиниць. Як оцінити такий результат? Чи виникає при цьому небезпека для організму?
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Модуль 3. Метаболізм Вуглеводів, ліпідів, амінокислот та його регуляція
	№ п/п
	Тема занять
	Кіл-сть годин
	Кіл-сть балів

	1.
	Дослідження гліколізу – анаеробного окиснення вуглеводів.
	3
	11

	2.
	Дослідження аеробного окиснення глюкози та альтернативних шляхів обміну моносахаридів.
	3
	11

	3.
	Дослідження катаболізму та біосинтезу глікогену. Регуляція обміну глікогену, біосинтез глюкози – глюконеогенез.
	3
	11

	4.
	Дослідження механізмів метаболічної та гормональної регуляції обміну вуглеводів. Цукровий діабет.
	3
	11

	5.
	Дослідження катаболізму і біосинтезу триацилгліцеролів та фосфоліпідів. Внутрішньоклітинний ліполіз та молекулярні механізми його регуляції.
	3
	11

	6.
	(-Окиснення та біосинтез жирних кислот. Дослідження обміну жирних кислот та кетонових тіл.
	3
	11

	7.
	Біосинтез та біотрансформація холестеролу. Патології ліпідного обміну: стеаторея, атеросклероз, ожиріння. Транспортні форми ліпідів – ліпопротеїни плазми крові.
	3
	11

	8.
	Дослідження перетворень амінокислот (трансамінування, дезамінування, декарбоксилування), біосинтезу глутатіону і креатину.
	3
	11

	9.
	Дослідження процесів детоксикації аміаку та біосинтезу сечовини.
	3
	11

	10.
	Дослідження проміжних продуктів біосинтезу порфіринів та їх накопичення при порфіріях.
	3
	11

	
	Індивідуальна самостійна робота студентів
	
	10

	11.
	Підсумковий модульний контроль
	3
	80

	
	Разом (годин, балів)
	33
	200


Тематичний план практичних занять з модуля 3
Завдання для самостійної роботи студентів (СРС)
	№ п/п
	Тема
	Кількість годин

	1.
	Підготовка до практичних занять:
	

	1.1
	Набути практичні навики з біохімії метаболізму вуглеводів:
	

	
	Написання ферментативних реакцій перетворення інтермедіатів в гліколізі, пентозофосфатному шляху, метаболізмі глікогену. 
	2

	
	Побудова схем метаболічних шляхів обміну вуглеводів.
	1

	
	Пояснювати молекулярні механізми регуляції метаболізму вуглеводів.
	1

	
	Оцінювати за біохімічними показниками стан вуглеводного обміну при патологіях.
	1

	1.2
	Набути практичні навики з біохімії метаболізму ліпідів:
	

	
	Будувати схеми та писати біохімічні реакції перетворень ліпідів в метаболічних шляхах.
	1

	
	Пояснювати молекулярні механізми регуляції обміну ліпідів та окремих метаболічних шляхів.
	1

	
	Оцінювати за біохімічними показниками порушення ліпідного обміну при патологічних станах.
	1

	1.3.
	Набути практичні навики з біохімії метаболізму амінокислот:
	

	
	Будувати схеми та писати біохімічні (ферментні) реакції перетворень амінокислот в метаболічних процесах.
	1

	
	Аналізувати і трактувати молекулярні механізми регуляції обміну амінокислот та окремих метаболічних шляхів.
	1

	
	Оцінювати за біохімічними показниками порушення обміну амінокислот при вроджених та набутих вадах метаболізму.
	1

	2.
	Індивідуальна СРС за вибором (індивідуальне завдання) – по темам рефератів, що представлені у змістовних модулях.
	1

	3.
	Підготовка до підсумкового контролю засвоєння модуля 3.
	3

	
	Разом
	15


Примітка: при засвоєнні теми за традиційною системою студенту присвоюються бали: „5” – 11 балів, „4” – 8 балів, „3” – 4 балів, „2” – 0 балів.

Максимальна кількість балів за поточну діяльність студента – 120.

Студент допускається до підсумкового модульного контролю при виконанні умов навчальної програми та в разі, якщо за поточну навчальну діяльність він набрав не менше 46 балів (4 ×·10 = 40) + 6 (мінімальна кількість балів за індивідуальну самостійну роботу) = 46 балів.

Підсумковий тестовий контроль зараховується студенту, якщо він демонструє володіння практичними навичками та набрав при виконанні тестового контролю теоретичної підготовки не менше 50 балів.

Змістовий модуль 9. Метаболізм вуглеводів та його регуляція

Тема № 1. Дослідження гліколізу – анаеробного окиснення вуглеводів.

Мета заняття: Засвоїти основні принципи внутрішньоклітинного анаеробного та аеробного окиснення глюкози та біохімічні шляхи їх регуляції. Знати роль коферментів та ферментів для перебігу реакцій гліколізу. Оволодіти особливостями перебігу реакцій субстратного фосфорилування та синтезу АТФ.
Актуальність теми: Перетворення вуглеводів у процесах обміну речовин відіграє важливу роль в енергозабезпеченні організму. У процесі гліколізу та спиртового бродіння внаслідок фосфоролітичного розпаду вуглеводів утворюються спочатку проміжні сполуки фосфорних ефірів тріоз і гексоз, а також утворюється АТФ. При фосфорилуванні цих сполук концентрація неорганічного фосфору зменшується. За інтенсивністю зменшення останнього можна судити про хід процесів фосфорилування. Вміст молочної кислоти збільшується в крові за умов інтенсивної м’язової праці та при низці захворювань.
Конкретні завдання:

· Пояснювати біохімічні шляхи внутрішньоклітинного анаеробного окиснення глюкози.
· Аналізувати особливості реакцій гліколізу, що проходять з використанням енергії АТФ.

· Аналізувати особливості перебігу реакцій субстратного фосфорилування та синтезу АТФ.

·  Пояснювати роль коферментів та ферментів у проходженні реакцій гліколізу.

· Аналізувати механізми регуляції анаеробного окиснення вуглеводів.
Теоретичні питання

1. Глюкоза, як важливий метаболіт вуглеводного обміну: загальна схема джерел і шляхів перетворення глюкози в організмі.

2. Анаеробне окиснення глюкози:

· особливості процесів гліколізу (послідовність реакцій);

· ферментативні реакції аеробного та анаеробного гліколізу;

· характеристика ферментативних реакцій гліколізу, що проходять з використанням енергії;

· характеристика ферментативних реакцій субстратного фосфорилування гліколізу;

· механізм гліколітичної оксидоредукції і реакції, що забезпечують цей процес.
3. Вклад робіт Ембдена, Мейєргофа, Парнаса у встановлення послідовності ферментативних реакцій гліколізу.
4. Лактатдегідрогеназна (ЛДГ) реакція в гліколізі, її механізм та особливості перебігу. Ізоферменти ЛДГ та їх клініко-діагностичне значення визначення.
5. Механізми регуляції швидкості перебігу реакцій анаеробного окиснення глюкози.

6. Енергетична цінність анаеробного окиснення глюкози.

7. Спиртове бродіння, ферментативні реакції. Реакції спільні та відмінні для гліколізу та бродіння.

8. Ефект Пастера – переключення з анаеробного на аеробне окиснення глюкози, особливості регуляції.

Практична робота

Дослід 1. Використання неорганічного фосфору дріжджовими клітинами в процесі їх бродіння.

У процесі спиртового бродіння, так як і при гліколізі, проходить фосфоролітичний розпад вуглеводів, що призводить до утворення  як проміжних сполук, фосфорних ефірів тріоз і гексоз, а також і до утворення АТФ. При фосфорилуванні цих сполук зв’язується неорганічний фосфат, концентрація якого в розчині зменшується. За інтенсивністю зменшення кількості неорганічного фосфору можна судити про інтенсивність процесів фосфорилування.
Принцип методу. Фосфати в розчині сульфатної кислоти утворюють з молібдатами фосфорно-молібденові комплекси, які редукуються аскорбіновою кислотою до молібденової синьки. Кількість фосфатів визначають колориметрично на ФЕKу. 

Матеріальне забезпечення: сухі дріжджі, порошок глюкози, або сахарози, стандартний розчин фосфату (10 мг фосфору/мл), фосфатний буфер (6 г Na2HPO4 ( 2H2O та 2 г KH2PO4 на 1 л H2O – рН 7,2), 0,1 н розчин СН3СООН, молібденовий реактив (суміш (NH4)2МоО4 i Fe(HSO4)2), 0,5 % розчин аскорбінової кислоти, дистильована вода, штатив з пробірками, лійки, фільтри, ступка з товкачиком, водяна баня (37о С), термометр, ФЕК.

Хід роботи. 1. Приготування бродильної суміші. В ступці розтирають 1 г сухих дріжджів з 5-а мл дистильованої води, отримуючи дріжджову суспензію. В чисту пробірку вносять 2 г глюкози, або сахарози, додають 5 мл фосфатного буферу (рН 7,2) і ставлять у водяну баню при температурі 37-380 С. Після розчинення глюкози або сахарози в фосфатному буфері до розчину додають 4 мл дріжджової суспензії та добре перемішують.

2. Дослідження в часі швидкості зв’язування неорганічного фосфору у пробах, взятих з бродильної суміші. Піпеткою набирають 1 мл бродильної суміші і вносять у чисту пробірку. Бродильну суміш, яка залишилась, ставлять у водяну баню при 37-38оС на 90 хв, відбираючи в чисті пробірки по 1 мл бродильної суміші кожні 30 хв.

а) Осадження дріжджових клітин. До 1 мл бродильної суміші додають 3 мл  0,1 н розчину СН3СООН. У слабкокислому середовищі (рН близьке до ізоелектричної точки) дріжджові клітини випадають в осад. Останні видаляють фільтруванням через сухий фільтр.

б) Розведення фосфатів. До 1 мл фільтрату додають 19 мл дистильованої води (1:20). З розведеного в 20 разів фільтрату відбирають піпеткою 1 мл і вносять у чисту пробірку, та додають 4 мл дистильваної води, отримуючи кінцеве розведення в 100 разів. Процедури (а) і (б), які описані вище, повторюють ще 3 рази, відбираючи кожні 30 хв по 1 мл бродильної суміші з пробірки, яка інкубується в водяній бані при 37-38о С.  

в) Колориметрування розчинів. Після відбору і обробки всіх чотирьох проб у кожну пробірку додають по 4,5 мл молібденового реактиву та по 0,5 мл 0,5 % розчину аскорбінової кислоти. Розчини в пробірках перемішують і не раніше, ніж через 2 хв, але не пізніше ніж через 5 хв, вимірюють оптичну густину на ФЕКу, при ( = 750 нм. Отримані величини 4 проб записують.

Побудова калібрувального графіку.
У 4 пробірки вносять розчини в мл, як вказано нижче в таблиці. В 5-й лінійці приведені концентрації  фосфору в ммоль/л, а в 6-й записують отримані на ФЕКу величини оптичних густин.

	№

п/п
	Назва реактивів
	№ пробірок

1              2             3             4

	1.
	Стандартний розчин
	-
	0,5
	1,0
	2,0

	2.
	Дистильована вода
	5
	4,5
	4,0
	3,0

	3.
	Молібденовий реактив
	4,5
	4,5
	4,5
	4,5

	4.
	Розчин аскорбінової кислоти
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	5.
	Концентрація фосфору в ммоль/л
	0
	16,25
	32,5
	65

	6.
	Величини отриманих густин
	0,01
	0,06
	0,11
	0,21


За результатами вимірів оптичних густин будують калібрувальний графік, відкладаючи на осі ординат отримані оптичні гуcтини, а на осі абсцис концентрацію фосфору в ммоль/л .

Е, Оптична




ммоль/л
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Концентрація,




хв.
ммоль/л
Калібрувальний графік



      Графік залежності концентрації

неорганічного фосфору від часу інкубації

Користуючись калібрувальним графіком, за величинами оптичних густин досліджуваних проб знаходять у них концентрацію фосфору. 

З отриманих даних будують графік залежності концентрації неорганічного фосфору від часу інкубації (концентрацію неорганічного фосфору відкладають на осі ординат, час інкубації в хв – на осі абсцис).
Зробити висновок.

Дослід 2. Кількісне визначення молочної кислоти в сироватці крові за методом Бюхнера. 

Молочна кислота в організмі є кінцевим продуктом гліколізу і глікогенолізу – анаеробних процесів окиснення глюкози та глікогену. Значна кількість молочної кислоти утворюється в м’язах, поступає в кров, переноситься до серцевого м’яза та в печінку, де окиснюється. 

Принцип методу. Молочна кислота при нагріванні з концентрованою сульфатною кислотою перетворюється в оцтовий альдегід, який при взаємодії з гідрохіноном утворює сполуку червоно-коричневого кольору. Кількість молочної кислоти визначають колориметрично на ФЕКу при синьому світлофільтрі (( = 380 нм). 

Матеріальне забезпечення: сироватка крові, 5 % розчин метафосфорної кислоти, 10 % розчин міді сульфату, кальцію гідроксид в порошку, концентрована сульфатна кислота, 20 % розчин гідрохінону, стандартний розчин молочної кислоти, дистильована вода, пробірки з притертими корками на 15 мл, скляні лійки, скляні палички, фільтри, водяна баня, газовий пальник, ФЕК.

Хід роботи. У дві сухі пробірки наливають по 6 мл дистильованої води. Потім в першу додають 1 мл стандартного розчину молочної кислоти, в другу – 1 мл сироватки крові. Для осадження білків вносять в кожну пробірку по 1 мл метафосфорної кислоти, струшують та залишають на кілька хвилин, після чого відфільтровують. До фільтратів додають по 1 мл 10 % розчину міді сульфату та по 0,5 г кальцію гідроксиду. Проби перемішують скляними паличками, через 5 хв відфільтровують. Відмірюють по 1 мл фільтрату в пробірки з притертими корками, додають по 0,1 мл 10 % розчину міді сульфату та по 4 мл концентрованої сульфатної кислоти. Пробірки ставлять у киплячу водяну баню на 1,5 хв. Після охолодження додають по 0,1 мл 20 % спиртового розчину гідрохінону, добре перемішують та кип’ятять 15 хв. Пробірки охолоджують та колориметрують при синьому світлофільтрі (( = 380 нм).

Розрахунки: Концентрацію молочної кислоти розраховують за формулою:

          ССТАНД. ( АДОСЛІДУ
С =  

     АСТАНД,

де С – концентрація молочної кислоти в сироватці крові, ммоль/л.

ССТАНД. – концентрація молочної кислоти в стандартному розчині.

АСТАНД. – оптична густина стандартного розчину молочної кислоти.

АДОСЛІДУ – оптична густина дослідної проби.

Оцінити отриманий результат. Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Концентрація в крові здорової людини молочної кислоти – 1 – 2 ммоль/л. Збільшення вмісту молочної кислоти може бути пов’язане з виконанням людиною інтенсивної м’язової праці за короткий проміжок часу без достатнього поступлення кисню. При цьому не проходить в достатній мірі окисне декарбоксилування пірувату до ацетил-КоА, а тільки утворення лактату. Останній може використатися у відновному періоді при достатньому поступленні кисню. Збільшення молочної кислоти спостерігається при гострому гнійному запальному уражені тканин, важкій анемії, епілепсії, тетанії, правці, гіпоксії, пов’язаній з серцевою та легеневою недостатністю, злоякісних новоутвореннях, захворюваннях печінки (гострих гепатитах, цирозі печінки), цукровому діабеті, нирковій недостатності, гострому септичному ендокардиті, поліомієліті, лейкозах, інтенсивних і тривалих м’язових навантаженнях та ін.

Для більшості наведених станів (лактатацидоз) збільшується співвідношення лактат / ПВК, найчастіше воно становить 10:1.

Контроль виконання лабораторної роботи
1. При яких патологічних станах кількість молочної кислоти збільшується в крові?

А. Цукровому діабеті                                С. Інфаркті міокарду
В. Анемії                                                     D. Гепатитах
                                                                      Е. Епілепсії
2. З метою встановлення концентрації молочної кислоти в крові користуються методом, принцип якого полягає у:

А. Відновленні солей важких металів у лужному середовищі
В. Визначенні інтенсивності забарвлення сполуки, що утворилася за взаємодії глюкози з ортотолуїдином
С. Дії ферменту глюкозооксидази, яка окиснює глюкозу до глюконової кислоти киснем повітря
D. Відновленні двовалентних іонів міді в одновалентні
Е. Фотометруванні забарвленого комплексу, що утворився в процесі взаємодії з концентрованою сульфатною кислотою та гідрохіноном

3. Хворий знаходиться в стані шоку. Вміст молочної кислоти в крові 10 ммоль/л. Оцініть цей показник. До яких наслідків це може призвести?

4. У хворого виявлено підвищення активності ЛДГ1, ЛДГ2 і креатинкінази. В якому органі можливий розвиток патологічного процесу? 

5. У спортсмена після змагань підвищився вміст молочної кислоти в крові. Чи можна вважати це патологією? Відповідь обґрунтуйте.

Приклади тестів “Крок -1”
1. Гліколіз – це анаеробний шлях розпаду глюкози, що відбувається за допомогою низки послідовних реакцій. Вкажіть яку реакцію гліколізу каталізує ензим фосфофруктокіназа?

А. Утворення глюкозо-6-фосфату

D. Утворення диоксиацетонфосфату

В. Утворення фруктозо-1-фосфату

Е. Утворення 1,3-дифосфогліцерату

С. Утворення фруктозо-1,6-дифосфату

2. Вкажіть реакції гліколізу, що протікають із затратою енергії у вигляді АТФ

A. Альдолазна, фосфофруктокіназна

B. Піруваткіназна, гексокіназна

C. Гексокіназна, фосфофруктокіназна
D. Фосфогліцераткіназна, гексокіназна 

E. Піруваткіназна, фосфогліцеромутазна
3. Еритроцит для своєї життєдіяльності потребує енергію у вигляді АТФ. Який процес забезпечує цю клітину необхідною кількістю АТФ?

A. Анаеробний гліколіз



D. (-окиснення жирних кислот

B. Аеробне окиснення глюкози

E. Цикл трикарбонових кислот

C. Пентозофосфатний цикл

4. При вживанні печива, цукерок у змішаній слині тимчасово підвищується рівень лактату. Активація якого біохімічного призводить до цього?

А. Анаеробного гліколізу


D. Глюконеогенезу

В. Тканинного дихання



Е. Мікросомного окиснення

С. Аеробного гліколізу

5. У дріжджоподібних організмах відбувається процес близький до гліколізу – спиртове бродіння, в результаті якого через ряд послідовних стадій із пірувату утворюється
A. Лактат





D. Гліцеральдегід

B. Етанол





E. Піруват
C. Ацетальдегід

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Порушення вуглеводного обміну та його корекція фармпрепаратами.

2. Принципи регуляції обміну глюкози. Характеристика регуляторних ферментів гліколізу та глюконеогенезу.
Література

Основна:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ-Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. – 508 с.

2. Гонський Я.І., Максимчук Т.П., Калинський М.І. Біохімія людини. – Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. – 744с.

3. Скляров О.Я., Сергієнко О.О., Фартушок Н.В. та ін. Обмін вуглеводів. Біохімічні та клінічні аспекти. – Львів: Світ, 2004. – 111с.
Додаткова:


1. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф. Биологическая химия. – М.: Медицина, 1998. – 704 с.
2. Парнас Я.О. Гликогенолиз // Успехи современной биологии. – 1940. – № 12. – С. 393-446.
Тема № 2. Дослідження аеробного окиснення глюкози та альтернативних шляхів обміну моносахаридів.

Мета заняття: Знати роль мультиферментного піруватдегідрогеназного комплексу для аеробного перетворення глюкози. Оволодіти особливостями метаболічних шляхів перетворення фруктози і галактози в організмі людини. Засвоїти послідовність ферментативних реакцій та значення пентозофосфатного шляху окиснення глюкози.
Актуальність теми: Обмін вуглеводів – одна з найважливіших ланок всього обміну речовин як єдиного цілого. Це поняття охоплює весь складний процес перетворення вуглеводів від поступлення їх в організм, травлення та всмоктування до утворення кінцевих продуктів – СО2 і Н2О.

В аеробних умовах продукт гліколізу піруват в реакції окисного декарбоксилування втрачає СО2, а двовуглецевий фрагмент у вигляді ацетильної групи включається в КоА з утворенням ацетил – КоА. Далі ця ацетильна група окиснюється до СО2 і Н2О в циклі трикарбонових кислот (циклі Кребса).
Швидкість функціонування циклу Кребса залежить від потреб клітини у АТФ. Важливими регуляторними реакціями циклу є синтез цитрату з оксалоацетату і ацетил-КоА, реакція, що каталізується ізоцитратдегідрогеназою, яка алостерично стимулюється АДФ та реакція, що каталізується ( -кетоглутаратдегідрогеназою. Остання інгібується сукциніл - КоА і НАДН2.
Таким чином, цикл трикарбонових кислот це кінцевий загальний шлях для окиснення паливних молекул, що забезпечує регенерацію АТФ. Крім цього, він служить джерелом будівельних блоків для процесів біосинтезу.
Конкретні завдання:

· Пояснювати механізми перетворення моносахаридів до кінцевих продуктів із звільненням енергії в аеробних умовах.

· Аналізувати структурно-функціональні особливості мультиферментного піруватдегідрогеназного комплексу.

· Пояснювати послідовність ферментативних реакцій та значення пентозофосфатного шляху окиснення глюкози.

· Аналізувати метаболічні шляхи перетворення фруктози і галактози в організмі людини.

Теоретичні питання

1. Етапи аеробного окиснення глюкози.

2. Окиснювальне декарбоксилування піровиноградної кислоти:

· будова мультиферментного піруватдегідрогеназного комплексу;

· особливості функціонування піруватдегідрогеназного комплексу;

· механізм реакції окисного декарбоксилування пірувату;

· роль вітамінів та коферментів у перетворенні пірувату в ацетил-КоА.

3. Енергетична цінність аеробного окиснення глюкози.

4. Пентозофосфатний шлях (ПФШ) окиснення глюкози:

· схема реакцій окиснювальної та неокиснювальної стадій ПФШ;

· роль ферментів та коферментів у перебігу реакцій ПФШ;

· біологічне значення ПФШ.

· порушення ПФШ в еритроцитах;

· ензимопатії глюкозо-6-фосфатдегідрогенази.

5. Ферментативні реакції перетворення фруктози в організмі людини. Спадкові ензимопатії обміну фруктози.

6. Ферментативні реакції перетворення галактози в організмі людини. Спадкові ензимопатії обміну галактози.

Практична робота

Дослід 1. Кількісне визначення піровиноградної кислоти (ПВК) в сечі колориметричним методом.
Піровиноградна кислота – один з центральних метаболітів вуглеводного обміну. Визначення її кількості в плазмі крові та сечі широко використовується з діагностичною метою в клінічній практиці. 
Принцип методу. Піровиноградна кислота (ПВК) з 2,4-динітрофенілгідразином (2,4 ДНФГ) в лужному середовищі утворює 2,4-динітрофенілгідразони піровиноградної кислоти коричнево-червоного забарвлення, інтенсивність якого пропорційна концентрації ПВК і визначається колориметрично.
Матеріальне забезпечення: сеча, стандартний розчин пірувату (ПВК) – 625мг в100 мл води, 0,1 % розчин 2,4- динітрофенілгідразину в 2 н розчині соляної кислоти, 12 % розчин гідроксиду натрію, дистильована вода, штатив з пробірками, піпетки, ФЕК.

Хід роботи. Беруть 2 пробірки, в одну наливають 0,1мл сечі, в другу – 0,1мл розчину ПВК, а потім в обидві пробірки додають по 0,9 мл дистильованої води. Після цього вносять по 0,5мл 0,1 % р-ну 2,4- динітрофенілгідразину, змішують і на 20 хв ставлять в темне місце. Пізніше додають по 1 мл 12 % розчину гідроксиду натрію і через 10 хв колориметрують на ФЕКу  проти контролю (води) при синьому світлофільтрі (( = 380 нм).

Розрахунок: Концентрацію ПВК вираховують за формулою.

                ССТАНД. ( АДОСЛ. ( V
СДОСЛ. =                                   ,

                 АСТАНД. ( а

де:

ССТАНД – концентрація стандартного розчину ПВК;

С ДОСЛ – концентрація ПВК у сечі (мг/добу);

АДОСЛ – оптична густина досліджуваної проби;

АСТАНД – оптична густина стандарту;

V – добова кількість сечі;

а – 0,1 мл сечі, взятої для аналізу.

Порівняти отриманий результат з нормативними величинами. Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. У крові здорової людини міститься 45-115 мкмоль/л ПВК, з сечею за добу виділяється 15-25 мг ПВК. Вміст ПВК у крові (разом з молочною кислотою) підвищується при посиленій м’язовій праці, а також при деяких патологічних станах, що супроводжується судомами (тетанія, епілепсія, правець). Збільшується виділення ПВК з сечею при В1- вітамінній недостатності, серцевій недостатності, токсикозах, захворюваннях печінки, інсулінзалежному цукровому діабеті, діабетичному кетоацидозі, дихальному алкалозі, уремії, гепатоцеребральній дистрофії, гіперфункції гіпофізарно-адреналової і симпатико-адреналової систем, а також після введення камфори, стрихніну, адреналіну. До збільшення ПВК призводять токсична дія ацетилсаліцилової кислоти, отруєння ртуттю, миш’яком, сурмою.

Вміст ПВК різко підвищується у спинномозковій рідині при травматичних захворюваннях ЦНС, запальних процесах: менінгіті, абсцесі мозку. Під впливом наркозу рівень ПВК у крові дещо знижується. Всі фактори, які зумовлюють збільшення концентрації ПВК, як правило, призводять до зростання рівня молочної кислоти.

Таким чином, основною причиною нагромадження в крові піровиноградної та молочної кислот є порушення їх наступного ферментативного перетворення у звичайні продукти розпаду внаслідок різних причин.
Контроль виконання лабораторної роботи

1. При яких патологічних станах збільшується кількість пірувату в сечі?

А. Цукровому діабеті
В. Гострому панкреатиті
С. Інфаркті міокарду
D. Гепатитах
Е. Епілепсії
2. З метою встановлення концентрації піровиноградної кислоти в сечі користуються методом, принцип якого полягає у:

А. Відновленні солей важких металів у лужному середовищі

В. Визначенні інтенсивності забарвлення сполуки, що утворилася за взаємодії глюкози з ортотолуїдином
С. Дії ферменту глюкозооксидази, яка окиснює глюкозу до глюконової кислоти киснем повітря

D. Відновленні двовалентних іонів міді в одновалентні

Е. Фотометруванні забарвленого комплексу, що утворився в процесі взаємодії піровиноградної кислоти з 2,4-динітрофенілгідразином (2,4 ДНФГ) в лужному середовищі
3. У хворого виявлено 5,15 ммоль/л молочної кислоти та 0,35 ммоль/л піровиноградної кислоти. При яких станах підвищуються їх кількісні величини?

4. Вміст ПВК в сечі складає 45 мг/добу. Дати оцінку результатові. Які можливі причини та наслідки такого стану? 

5. У хворих з пониженою активністю глюкозо-6-фосфатдегідрогенази в еритроцитах спостерігається підвищена чутливість до окиснювачів, а також порушується відновлення метгемолобіну. Яка причина такого стану?

6. Чому хворим з серцево-судинною недостатністю та ознаками ацидозу призначають кокарбоксилазу?
Приклади тестів “Крок-1”
1. У хлопчика 3 років спостерігається збільшення у розмірах печінки та селезінки, катаракта. У крові – підвищена концетрація глюкози, проте тест толерантності до глюкози – в нормі. Спадкове порушення обміну якої речовини є причиною цього стану?:

A. Глюкози

B. Галактози

C. Фруктози

D. Сахарози

E. Манози

2. При окисненні в пентозофосфатному циклі 6 молекул глюкози утворюється:

А. 3 мол. НАДФН2
В. 6 мол. НАДФН2
С. 9 мол. НАДФН2
D. 12 мол. НАДФН2
Е. 15 мол. НАДФН2

3. Окиснена форма ліпоаміду регенерується з дигідроліпоаміду за участю:

А. Дигідроліпоїлдегідрогенази
В. Дигідроліпоїлацетилтрансферази
С. НАД

D. ФАД
Е. ТПФ

4. Есенціальна фруктозурія – спадкове захворювання, пов’язане з порушенням обміну фруктози. При цій патології спостерігаються симптоми ураження печінки та нирок. Причиною є відсутність ферменту, що каталізує перетворення фруктози у:

A. Фруктозо-1-фосфат

B. Фруктозо-6-фосфат

C. Фруктозо-1,6-дифосфат

D. Глюкозо-1-фосфат

E. Гліцеральдегідфосфат

5. Одним із важливих субстратів окиснення є піруват, який утворюється як проміжний продукт розпаду вуглеводів, білків амінокислот. Окиснювальне декарбоксилування пірувату здійснюється за допомогою піруват-дегідрогеназного комплексу до складу якого входить:

A. Піруваткіназа

B. Лактатдегідрогеназа

C. Сукцинатдегідрогеназа

D. Малатдегідрогеназа

E.Дигідроліпоїлдегідрогеназа

6. При серцевих захворюваннях для покращення забезпечення енергією серця, мозку, інтенсифікації окисних процесів застосовують кокарбоксилазу (тіамінпірофосфат) у вигляді ін’єкцій. Які метаболічні процеси активуються при цьому?

А. Декарбоксилування гістидину

В. Дезамінування глутамату

С. Окисне декарбоксилування пірувату 

D. Трансамінування аспартату

Е. Субстратне фосфорилування
7. НАДФН2, утворений в результаті пентозофосфатного шляху використо-вується організмом для:

A. Синтезу жирних кислот

B. Синтезу амінокислот

C. Синтезу глікогену

D. Синтезу сечовини

E. Синтезу нуклеотидів

Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Патохімія порушень пентозофосфатного шляху.

2. Патохімія ензимопатій, пов’язаних з генетичними дефектами синтезу ферментів метаболізму фруктози та галактози.
Література

Основна:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ-Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. – 508 с.

2. Гонський Я.І., Максимчук Т.П., Калинський М.І. Біохімія людини. – Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. – 744 с.

3. Скляров О.Я., Сергієнко О.О., Фартушок Н.В. та ін. Обмін вуглеводів. Біохімічні та клінічні аспекти. – Львів: Світ, 2004. – 111с.
Додаткова:

1. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф. Биологическая химия. – М.: Медицина, 1998. – 704 с.

Тема № 3. Дослідження катаболізму та біосинтезу глікогену. Регуляція обміну глікогену, біосинтез глюкози – глюконеогенез.

Мета заняття: Знати механізми гормональної регуляції обміну глікогену в м’язах і печінці та засвоїти особливості реакцій синтезу й розпаду глікогену. Оволодіти основними принципами регуляції та особливостями перебігу реакцій глюконеогенезу.
Актуальність теми: Глікоген є основною молекулярною формою запасання вуглеводів в організмі людини і тварин, що акумулюється у вигляді внутрішньоклітинних гранул, переважно в печінці та м’язах. В організмі людини існують регуляторні механізми, що контролюють координовані зміни процесів синтезу та розпаду глікогену в умовах змін режимів харчування, переходу організму від стану спокою до активної діяльності.

Основну роль у регуляції реакцій глікогенолізу та глікогенезу відіграють ключові ферменти розщеплення та синтезу глікогену: глікогенфосфорилаза та глікогенсинтетаза. Контроль за їх активністю здійснюється шляхом ковалентної модифікації (фосфорилування – дефосфорилування) та частково – за механізмом алостеричної регуляції. 
Конкретні завдання:

· Пояснювати особливості реакцій розпаду та біосинтезу глікогену.

· Аналізувати механізми гормональної регуляції обміну глікогену в м’язах та печінці.
· Пояснювати генетичні порушення метаболізму глікогену.

· Аналізувати особливості перебігу реакцій та субстрати глюконеогенезу.

· Пояснювати та вміти трактувати механізми регуляції глюконеогенезу.

Теоретичні питання
1. Особливості перебігу та механізм ферментативних реакцій глікогенезу.

2. Глікогеноліз, реакції спільні та відмінні із гліколізом.

3. Каскадні механізми АТФ-залежної регуляції активностей глікогенфосфорилази і глікогенсинтетази.

4. Особливості гормональної регуляції обміну глікогену в м’язах та печінці.
5. Спадкові порушення ферментів синтезу та розпаду глікогену. Глікогенози, аглікогенози, їх характеристика, причини виникнення.

6. Особливості метаболізму вуглеводних компонентів глікокон’югатів та генетичні порушення їх обміну.

7. Генетичні порушення метаболізму глікокон’югатів (глікозидози), мукополісахаридози, ревматизм.

8. Метаболічні шляхи та субстрати глюконеогенезу, механізми регуляції, компартменталізація ферментів, біологічне значення процесу.

9. Взаємозв’язок гліколізу та глюконеогенезу (цикл Корі). Незворотні реакції гліколізу та їх обхідні шляхи. Глюкозо-лактатний, глюкозо-аланіновий цикли.

10. Шляхи регуляції глюконеогенезу в організмі людини.

Практична робота

Дослід 1. Реакція на полісахариди.

Принцип методу. При взаємодії крохмалю з йодом утворюються комплексні адсорбційні сполуки, які забарвлюються в синій колір.

Матеріальне забезпечення: 1 %-й розчин крохмалю, розчин Люголю (розчин йоду в йодиді калію), штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. В пробірку вносять 0,5 мл розчину крохмалю та додають 1-2 краплі розчину Люголя. Спостерігають появу синього забарвлення. Синє забарвлення пояснюється адсорбцією йоду крохмалем і утворенням комплексних сполук крохмалю з йодом.

Це можна виразити за допомогою схеми:

на холоді
(C6H10O5)n ( I2


(C6H10O5)n I2

при нагріванні

Зробити висновок.

Дослід 2. Виявлення глікогену в печінці.

Принцип методу. Глікоген, як і крохмаль, з йодом утворює забарвлені сполуки (крохмаль темно-синього кольору, глікоген – червоно-бурого).

Матеріальне забезпечення: печінка свіжа або свіжозаморожена, розчин Люголю (розчин йоду в йодиді калію), 1 % розчин оцтової кислоти, фарфорова ступка, водяна баня, паперові фільтри, штатив з пробірками, піпетки.

Хід роботи. 0,5 г свіжозамороженої печінки поміщають у склянку, подрібнюють ножицями, заливають 4 мл кип’яченої дистильованої води, переносять у пробірку та кип’ятять протягом 2-3 хв (для інактивації ферментів). Пізніше вміст пробірки переливають у фарфорову ступку та розтирають до отримання однорідної маси. Цей гомогенат розводять 1 мл дистильованої води, переносять у пробірку та кип’ятять на водяній бані 20 хв, додаючи воду по краплях по мірі википання рідини.

Для повнішого осадження білків киплячу рідину підкислюють 5-10 краплями 1 % розчину оцтової кислоти.

Осад білка відділяють фільтруванням через змочений водою паперовий фільтр. До фільтрату додають 2-3 краплі розчину Люголю. За наявності у досліджуваному матеріалі глікогену розчин набуває характерного червоно-бурого забарвлення.

Клініко-діагностичне значення. Глікоген – полісахарид, який є основним резервом вуглеводів в організмі. Головне депо для глікогену – печінка та м’язи. Норма в крові – 16,2 – 38,7 мг/л.

Підвищення концентрації глікогену в крові спостерігають при інфекційних захворюваннях, хворобах крові, що супроводжуються лейкоцитозом, діабеті, новоутвореннях.

Зниження концентрації характерне для дітей з гострими гепатитами. Важливе клінічне значення має цитохімічне визначення рівня глікогену в клітинах крові, кісткового мозку та печінці.

Контроль виконання лабораторної роботи

1. При додаванні до гомогенату, що містить глікоген розчину йоду утворюється забарвлена сполука:

А. Синього кольору

В. Червоно-бурого кольору

С. Зеленого

D. Безбарвна сполука

Е. Фіолетового кольору
2. У хворого судома у м’язах при напруженій роботі, а поза тим почуває себе здоровим. При біопсії м’язової тканини виявлено значний надлишок глікогену. Концентрація глюкози в крові нижче норми. Про недостатність якого ферменту слід думати?
3. Відомо, що глікоген, який становить енергетичний запас організму, відкладається про запас у печінці та м’язах, але не створює резерву в такій важливій тканині як мозок, яка у великій кількості використовує глюкозу. Поясніть, чому глікоген не запасається у мозку?
Приклади тестів “Крок-1”
1. Глікоген – полісахарид, що має здатність нагромаджуватися в печінці та м’язах. Процеси синтезу та розпаду глікогену в клітинах регулюються завдяки включенню механізмів фосфорилування ключових ферментів обміну глікогену:

А. Глікогенсинтази і глікогенфосфорилази

В. Глікогенфосфорилази і ліпази

С. Глікогенсинтази і протеїнкінази

D. Фосфопротеїнфосфатази і протеїнкінази

Е. Аденілатциклази і ліпази

2. Дитина – квола, апатична. Печінка збільшена та при її біопсії виявлено значний надлишок глікогену. Концентрація глюкози в крові нижча від норми. У чому причина наведених порушень?
A. Знижена активність глікогенфосфорилази в печінці

B. Знижена активність глікогенсинтази

C. Знижена активність глюкозо-6-фосфатізомерази

D. Знижена активність глюкокінази

E. Дефіцит гена, який відповідає за синтез глюкозо-1-фосфатуридилтрансферази

3. При дослідженні крові у хворого виявлена виражена гіпоглюкоземія натщесерце. При дослідженні біоптату печінки виявилось, що в клітинах печінки не відбувається синтез глікогену. Недостатність якого фермента є причиною захворювання?

А. Глікогенсинтази 

В. Фосфорилази

С. Альдолази

D. Фруктозодифосфатази

Е. Піруваткарбоксилази

4. Фосфоролітичний розпад вуглеводів відіграє ключову роль у мобілізації полісахаридів. У результаті дії ензиму фосфорилази глікоген розпадається з утворенням:

A. Глюкозо-1-фосфату

B. Глюкозо-1,6-дифосфату

C. Глюкозо-6-фосфату

D. Глюкози

E. Фруктозо-6-фосфату

5. У дитини з точковою мутацією генів виявлено відсутність глюкозо-6-фосфатази, гіпоглікемію і гепатомегалію. Вкажіть вид патології, для якої характерні ці ознаки:

А. Хвороба Адісона 

В. Хвороба Гірке 

С. Хвороба Паркінсона

D. Хвороба Корі

Е. Хвороба Мак-Ардля

6. У хворого знижена витривалість до фізичних навантажень, у той час як у скелетних м’язах вміст глікогену підвищений. Зниженням активності якого ферменту це пояснюється?

A. Фосфофруктокінази

B. Глюкозо-6-фосфатдегідрогенази

C. Глікогенфосфорилази

D. Глікогенсинтази

E. Глюкозо-6-фосфатази

7. Синтез глікогену здійснюється під впливом низки ферментів. Вкажіть, який із ензимів каталізує утворення (-1,6-глікозидних зв’язків у молекулі глікогену:

А. Глікогенсинтаза

В. Гексокіназа

С. Глюкокіназа

D. Глікозил-4,6-трансфераза

Е. Глюкозо-1-фосфатуридилтранс-фераза

Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Принципи регуляції біосинтезу та розпаду глікогену.

2. Спадкові порушення синтезу, розпаду глікогену та глікокон’югатів.

Література

Основна:
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2. Гонський Я.І., Максимчук Т.П., Калинський М.І. Біохімія людини. – Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. – 744 с.

3. Скляров О.Я., Сергієнко О.О., Фартушок Н.В. та ін. Обмін вуглеводів. Біохімічні та клінічні аспекти. – Львів: Світ, 2004. – 111 с.
Додаткова:

1. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф. Биологическая химия. – М.: Медицина, 1998. – 704 с.

Тема № 4. Дослідження механізмів метаболічної та гормональної регуляції обміну вуглеводів. Цукровий діабет.

Мета заняття: Знати роль гормонів у регуляції та підтриманні постійного рівня глюкози в крові. Засвоїти особливості порушень обміну вуглеводів, жирів, білків за цукрового діабету.
Актуальність теми: Концентрація глюкози в крові залежить від рівноваги між надходженням її в кров і споживанням тканинами. Оскільки виведення глюкози з організму в нормі є досить незначне, то підтримка постійності її концентрації у відносно вузьких межах за значних коливань надходження з їжею забезпечується процесами обміну в тканинах. Система регуляторних механізмів включає гормони інсулін, глюкагон, адреналін, глюкокортикоїди, а також взаємодії між тканинами: печінкою, м’язами, мозком та ін.
Конкретні завдання:
· Аналізувати основні джерела та шляхи використання глюкози крові.

· Пояснювати роль гормонів у підтримці постійного рівня глюкози в крові.

· Пояснювати порушення метаболізму вуглеводів за цукрового діабету.
Теоретичні питання
1. Основні вуглеводи їжі. Механізм травлення вуглеводів у шлунково-кишковому тракті. Механізм всмоктування вуглеводів. 

2. Біохімічні процеси, що забезпечують сталий рівень глюкози в крові. Роль різних шляхів обміну вуглеводів у регуляції рівня глюкози в крові.

3. Роль печінки в обміні вуглеводів.

4. Ендокринна регуляція обміну вуглеводів:

· інсулін, будова, механізм дії, роль в обміні вуглеводів;

· адреналін та глюкагон, механізми їх регулюючої дії на обмін вуглеводів;

· глюкокортикоїди, їх вплив на обмін вуглеводів;

5. Характеристика гіпер-, гіпоглікемії та глюкозурії.

6. Інсулінзалежна та інсуліннезалежна форми цукрового діабету.

7. Характеристика біохімічних порушень за цукрового діабету.

8. Біохімічні тести для оцінки цукрового діабету. Порушення толерантності до глюкози. Біохімічні критерії цукрового діабету.

Практична робота

Дослід 1. Кількісне визначення цукру в крові орто-толуїдиновим методом (за Гульманом).
Принцип методу. Глюкоза при нагріванні з орто-толуїдином у розчині оцтової кислоти утворює сполуку синьо-зеленого забарвлення, інтенсивність якого є прямопропорційною до концентрації глюкози.

Матеріальне забезпечення: кров, 3 % розчин трихлороцтової кислоти (ТХО), орто-толуїдиновий реактив, стандартний розчин глюкози (4 ммоль/л, 720 мг глюкози розчинити в 1 л дистильованої води), дистильована вода, штатив з пробірками, піпетки, мікропіпетка на 0,1 мл, центрифуга, центрифужні пробірки, ФЕК, водяна баня (1000 С).

Хід роботи. У дві центрифужні пробірки наливають по 0,9 мл 3 % розчину ТХО кислоти. В одну з них вносять 0,1 мл крові, а в другу – 0,1 мл стандартного розчину глюкози. Вміст пробірок перемішують і центрифугують при 3000 об/хв протяг ом 10 хв. З кожної пробірки відбирають по 0,5 мл надосадової рідини та додають по 4,5 мл орто-толуїдинового реактиву. Поміщають пробірки в водяну баню на 8 хв. Потім їх виймають з водяної бані та охолоджують до кімнатної температури. Після цього на ФЕКу визначають оптичну густину проб у кюветах на 10 мм проти води при довжині хвилі 630 нм, використовуючи червоний світлофільтр.

Розрахунок. Вміст глюкози визначають за формулою:

ССТАНД. ( АДОСЛ.

С = 
АСТАНД.

де: С – концентрація глюкози в крові, ммоль/л;

ССТАНД. – концентрація стандартного розчину глюкози;

АДОСЛіду – оптична густина досліджуваної проби;

АСТанд. – оптична густина стандартного р-ну глюкози.

Порівняти з нормою отриманий результат. Зробити висновок.

Дослід 2. Визначення концентрації глюкози в крові глюкозооксидазним методом.

Принцип методу. Окиснення глюкози киснем повітря під дією глюкозооксидази з утворенням гідрогену пероксиду, який за присутності фенолу з 4-аміно-феназоном (4-аміноантипірином) утворює забарвлену сполуку.

Матеріальне забезпечення: глюкозооксидаза (активність 60 000 – 120 000 од/г); пероксидаза з кінського хрону (активність 11 000 од/мг); фенол; 4-аміно-феназон; (-Д-Глюкоза; фосфатний буфер 0,1 М рН 7,0; робочий реактив (150 мг/л глюкозооксидази, 1,1 мг/л пероксидази, 1,034 г фенолу, 0,148 г 4-аміно-феназону, довести фосфатним буфером до 1 л, стабільний протягом 1 міс в посудині з темного скла при температурі 4(С); 0,2 % розчин бензойної кислоти (2 г бензойної кислоти розчиняють у 800 мл дистильованої води під час нагрівання, після охолодження об’єм розчину доводять у мірній колбі на 1000 мл до позначки дистильованою водою, фільтрують); основний калібрувальний розчин глюкози 27,75 ммоль/л (500 мг висушеної до сталої маси D-глюкози розчиняють у мірній колбі на 100 мл в невеликій кількості 0,2 % розчину бензойної кислоти); калібрувальний розчин глюкози 5,55 ммоль/л (100 мг/100 мл); стандарт (основний калібрувальний розчин глюкози розводять у 5 разів 0,2 % розчином бензойної кислоти); розчин хлоридної кислоти – 0,33 ммоль/л.

Хід роботи. Послідовність досліду наведено у таблиці.

	Послідовність визначення концентрації глюкози в крові глюкозооксидазним методом

	Інгредієнти
	Дослідна проба, мл
	Стандартна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	Сироватка, плазма
	0,02
	-
	-

	Стандарт
	-
	0,02
	-

	Робочі реактиви
	2
	2
	2


Вміст пробірок перемішують, інкубують за кімнатної температури  30 – 60 хв. Колориметрують за довжини хвилі 490 – 540 нм проти контрольної проби. Результати обчислюють за формулою : 

Сдосл. = ССТАНД. ( АДОСЛІДУ,
АСТАНД.
де Сдосл. – концентрація глюкози в дослідній пробі, ммоль/л;

ССТАНД. – концентрація глюкози в стандартній пробі, ммоль/л;

АДОСЛІДУ – оптична густина (екстинкція) дослідної проби;

АСТАНД. – оптична густина стандартної проби.
Порівняти з нормою отриманий результат. Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Фізіологічні гіперглікемії спостерігають при емоційних стресах, споживанні великої кількості вуглеводів з їжею. Патологічні гіперглікемії найчастіше пов’язані з захворюваннями ендокринної системи, спостерігаються при цукровому діабеті, пухлинах кори наднирників та гіпофізу, важких розладах функції печінки, гіперфункції щитовидної залози, органічних ураженнях нервової системи.

Гіпоглікемія виникає при аденомі острівцевого апарату підшлункової залози внаслідок підвищеної продукції  інсуліну (-клітинами, недостатній функції щитовидної залози, наднирників, гіпофізу. Крім того, гіпоглікемія може бути викликана голодуванням, важкою фізичною працею, передозуванням інсуліну при лікуванні, порушенням всмоктування вуглеводів, захворюванням нирок, які супроводжуються зниженням ниркового порогу для глюкози.

Особливе значення має дослідження цукрового навантаження на рівень цукру в крові. Метод цукрового навантаження дозволяє виявити приховані форми діабету, порушення глікогенутворювальної функції печінки та вплив інсуліну на обмін вуглеводів, також має особливе значення для диференціації панкреатичної та ренальної глюкозурії.

Суттєве клініко-діагностичне значення має діагностичний тест на кетонові тіла в крові та сечі. Наприклад, кетонурія при ІЗЦД І типу вказує на загрозу кетоацидозу. Відсутність кетонемії або кетонурії під час коматозних станів дозволяє виключити кетоацедозну кому, як причину порушення. Необхідно мати на увазі, що й інші метаболічні стани: голодування, алкогольний кетоацидоз, вживання їжі багатої на жири та гарячка можуть призвести до утворення кетонових сполук та появи кетонурії (кетонемії).

Контроль виконання лабораторної роботи

1. Визначення рівня глюкози в крові є одним з найважливіших біохімічних досліджень для діагностики цукрового діабету. З метою встановлення концентрації цукру в крові користуються глюкозооксидазним методом, принцип якого полягає у:

A. Відновленні солей важких металів у лужному середовищі

B. Визначенні інтенсивності забарвлення сполуки, що утворилася за взаємодії глюкози з ортотолуїдином

C. Дії ферменту глюкозооксидази, яка окиснює глюкозу до глюконової кислоти киснем повітря

D. Відновленні двовалентних іонів міді в одновалентні

E. Фотометруванні забарвленого комплексу, що утворився в процесі взаємодії антрону з вуглеводами

2. Концентрація глюкози в крові здорової людини варіює в таких межах:

А. 2-4 ммоль/л

В. 10-25 ммоль/л

С. 3,5-5,5 ммоль/л 

D. 6-9,5 ммоль/л

Е. 1-2 ммоль/л

3. Під час визначення рівня цукру в крові з метою діагностики цукрового діабету та інших захворювань найбільш специфічним та технологічно простим у виконанні вважається метод:

А. Ортотолуїдиновий

В. Редуктометричний

С. Глюкозоксидазний

D. Антроновий

Е. Аніліновий

4. Хвору привезено каретою швидкої допомоги. Стан важкий, свідомість затьмарена, адинамія, тахікардія, запах ацетону з рота. Про наявність якої патології це свідчить? Які додаткові обстеження доцільно призначити?

5. У деяких людей після цукрового навантаження вміст глюкози в крові може зменшуватись нижче вихідного рівня. Поясніть чому?

Приклади тестів “Крок-1”
1. Збільшення концентрації глюкози в крові при дії глюкагону пов’язане з активуванням:

А. Гексокінази

B. Глюкокінази

C. Альдолази

D. Глікогенфосфорилази

E. Глікогенсинтетази

2. Під час обстеження хворого виявлено, що концентрація глюкози в крові становить 4,5 ммоль/л. Такий результат свідчить про те, що пацієнт:

А. Практично здоровий

В. Хворий на цукровий діабет

С. Має підвищену толерантність до глюкози

D. Хворий на нецукровий діабет

Е. Хворий на стероїдний діабет

3. Хворого доставлено в медичний заклад у коматозному стані. Зі слів супровідників вдалося з’ясувати, що хворий знепритомнів під час тренування на завершальному етапі марафонської дистанції. Яку кому діагностовано?

А. Гіперглікемічну

В. Гіпоглікемічну 

С. Ацидотичну

D. Гіпотиреоїдну

Е. Печінкову

4. Хвора 46 років, скаржиться на сухість в роті, спрагу, часте сечовипускання. При біохімічному дослідженні крові – гіперглікемія. У сечі – глюкоза, кетонові тіла. У хворої ймовірно спостерігається:

А. Аліментарна гіперглікемія

В. Цукровий діабет 

С. Гострий панкреатит

D. Нецукровий діабет

Е. Ішемічна хвороба серця

5. До лікаря звернувся хворий із скаргами на постійну спрагу. Виявлена гіперглікемія, поліурія та підвищений вміст 17-кетостероїдів у сечі. Яке захворювання є найбільш ймовірним?

А. Стероїдний діабет 

В. Інсулінозалежний діабет

С. Аддісонова хвороба

D. Глікогеноз І типу

Е. Мікседема
6. У крові пацієнта вміст глюкози натщесерце був 5,65 ммоль/л. Через 1 год. після цукрового навантаження становив 8,55 ммоль/л, а через 2 години – 4,95 ммоль/л. Такі показники характерні для:

А. Хворого з прихованим цукровим діабетом 

В. Здорової людини 

С. Хворого з інсулінозалежним цукровим діабетом

D. Хворого з інсулінонезалежним цукровим діабетом

Е. Хворого з тиреотоксикозом.

7. У хворого 57 років, який хворіє на цукровий діабет, розвинувся кетоацидоз. Біохімічною основою цього стану є зниження ступеня утилізації ацетил-КоА внаслідок дефіциту:

А. 2-Оксоглутарату 

В. Глутамату

С. Оксалоацетату 

D. Аспартату

Е. Сукцинату

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Порушення обміну вуглеводів. Зміни біохімічних показників біологічних рідин при цукровому діабеті.

2. Роль гормонів у регуляції вуглеводного обміну та її механізми. Порушення вуглеводного, білкового, жирового обмінів при цукровому діабеті.

3. Методи діагностики та принципи біохімічної корекції цукрового діабету.
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Змістовий модуль 10. Метаболізм ліпідів та його регуляція
Тема № 5. Дослідження катаболізму і біосинтезу триацилгліцеролів та фосфоліпідів. Внутрішньоклітинний ліполіз та молекулярні механізми його регуляції.

Мета заняття: Вивчити процеси біосинтезу фосфоліпідів і триацилгліцеролів та основні шляхи внутрішньоклітинного метаболізму ліпідів. Вміти визначити вміст фосфоліпідів, активність ліпази та оцінити отримані показники.

Актуальність теми: Знання основних шляхів внутрішньоклітинного метаболізму ліпідів в умовах нормального функціонування людського організму та в умовах впливу патологічних факторів необхідно студентам медичних вузів для подальшого вивчення патофізіології, фармакології та інших предметів, а також для майбутньої професійної діяльності.

Конкретні завдання:

· Трактувати біохімічні функції простих і складних ліпідів в організмі: участь в побудові та функціонуванні біологічних мембран клітин, запасна, енергетична функції, використання в якості попередників в біосинтезі біологічно активних сполук ліпідної природи.

· Пояснювати основні шляхи внутрішньоклітинного метаболізму ліпідів.

· Пояснювати ферментативні реакції катаболізму та біосинтезу триацилгліцеролів. 

· Трактувати ферментативні реакції синтезу фосфоліпідів та сфінголіпідів.

· Аналізувати основні шляхи метаболізму ліпідів в умовах нормального функціонування людського організму та при патології.

· Пояснювати гормональну регуляцію обміну ліпідів.

Теоретичні питання

1. Біологічні функції простих і складних ліпідів в організмі людини (запасна, енергетична, участь в терморегуляції, біосинтетична).

2. Участь ліпідів у побудові та функціонуванні біологічних мембран клітин. Рідинно-мозаїчна модель біомембран. Ліпосоми. Використання ліпосом в медицині.

3. Адипоцити жирової тканини та їх роль в обміні ліпідів і біоенергетичних процесах в організмі.

4. Катаболізм триацилгліцеролів: характеристика внутрішньоклітинного ліполізу, його біологічне значення; ферментативні реакції; механізми регуляції активності триацилгліцеролліпази; нейрогуморальна регуляція ліполізу за участю адреналіну, норадреналіну, глюкагону, інсуліну; енергетика окиснення триацилгліцеролів.

5. Біосинтез триацилгліцеролів та фосфоліпідів, значення фосфатидної кислоти.

6. Метаболізм сфінголіпідів. Генетичні аномалії обміну сфінголіпідів – сфінголіпідози. Лізосомальні хвороби.

Практична робота
Дослід 1. Кількісне визначення фосфоліпідів у сироватці крові.
Принцип методу. Фосфоліпіди осаджуються трихлорацетатною кислотою (ТХАК) разом з білками крові. У осаді після мінералізації визначають вміст фосфору.

Матеріальне забезпечення: сироватка крові, 10 % розчин ТХАК, 56 % розчин хлорної кислоти, розчин амонію молібденовокислого, 1% розчин аскорбінової кислоти, стандартний розчин КН2РО4 (0,05 мг в 1 мл), центрифужні пробірки, центрифуга, водяна баня, ФЕК, піпетки, пробірки, мікропіпетки.
Хід роботи. У центрифужну пробірку наливають 0,2 мл сироватки крові, 2 мл дистильованої води. Додають 3 мл 10 % розчину ТХАК і через 1-2 хвилини центрифугують протягом 5 хв при 2000-3000 об/хв. Надосадову рідину зливають, не струшуючи пробірку. До осаду, що містить ліпопротеїни, додають 1 мл 56 % розчину HСlO4 і нагрівають на киплячій водяній бані протягом 20-30 хв (до знебарвлення розчину). Після закінчення мінералізації у пробірку наливають 5 мл води, 1 мл молібденовокислого амонію та 1 мл 1 % розчину аскорбінової кислоти і перемішують. Одночасно реакцію проводять зі стандартним розчином фосфору. До 1 мл стандартного розчину (0,05 мг/мл) додають 5 мл води, 1 мл амонію молібденовокислого та 1 мл 1 % розчину аскорбінової кислоти і перемішують. Через 15-20 хв розчини колориметрують на ФЕКу, використовуючи червоний світлофільтр і кювети на 10 мм проти води.

Розрахунок проводять за формулою:
                                                  Ад ( 0,05

Загальні ліпіди сироватки = -------------- ( 25 мг/мл або г/л

                                                  Аст ( 0,2

Ад – оптична густина дослідної проби; Аст – оптична густина стандартного розчину; 0,05 – вміст фосфору в стандартному розчині (мг/мл ); 0,2 – об’єм взятої для досліду сироватки; 25 – перерахунок на загальні ліпіди. 

Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Вміст загальних фосфоліпідів у сироватці крові 1,5 – 3,6 г/л, а лецитину – 0,75 – 1,2 г/л. Загальну концентрацію фосфоліпідів визначають за вмістом ліпідного фосфору, на долю якого припадає 4 % відносно молярної маси фосфоліпідів (0,1-0,15 г/л). Важливим показником є індекс фосфоліпіди/холестерол, який за фізіологічних умов становить 1–1,5. Цей індекс знижується при атеросклерозі, гіпертонічній хворобі, хворобах печінки.

Визначення вмісту ліпідів у крові має важливе діагностичне значення. Підвищення рівня фосфоліпідів у сироватці крові (гіперфосфоліпідемія) спостерігається при важкій формі цукрового діабету (у 2 – 2,5 разів), нефрозах, застійній жовтяниці та ін. Зниження рівня фосфоліпідів (гіпофосфоліпідемія) спостерігається при атеросклерозі, малокрів’ї, гарячкових станах, аліментарній дистрофії, захворюваннях печінки. Недостатнє надходження з їжею ліпотропних факторів (холіну, етаноламіну, метіоніну, інозиту) або недостатнє їх ендогенне утворення призводить до гальмування синтезу фосфоліпідів і до жирової інфільтрації печінки.

Дослід 2. Вплив жовчі на активність ліпази.

Принцип методу. Активність ліпази оцінюють за утворенням у результаті гідролізу жиру жирних кислот, кількість яких визначають титруванням лугом у присутності фенолфталеїну. Гідроліз жирів найзручніше спостерігати на прикладі витяжки з підшлункової залози (джерело ліпази) і молока як субстрату, жир якого знаходиться в емульгованому стані і швидко розщеплюється на гліцерин і жирні кислоти. Якщо в пробу долити жовч, то ліпаза активується і гідроліз жиру протікає швидше.

Матеріальне забезпечення: панкреатин, молоко кип’ячене і попередньо розведене 1:1, жовч, 0,5 % спиртовий розчин фенолфталеїну, 0,05 н NaOH, водяна баня або термостат, мікробюретки, піпетки.
Хід роботи. У дві пробірки або колбочки наливають по 10 мл молока та по 0,5 мл панкреатину. В одну пробірку доливають 1 мл води, а в другу – 1 мл жовчі. Вміст пробірок добре перемішують. З кожної пробірки відбирають по 1 мл суміші в інші пробірки, додають 1-2 краплі 0,5 % розчину фенолфталеїну і відразу ж титрують 0,05 н розчином натрію гідроксиду до появи слаборожевого забарвлення, яке не зникає протягом 30 секунд. Потім ці пробірки із залишком суміші вміщують у водяну баню або термостат при 37 С. Через кожні 10-15 хвилин з них відбирають по 1 мл суміші і проводять титрування, як і попереднього разу. Роблять 4-5 таких визначень. Результати виражають в мл розчину лугу, який затрачається на титрування.
Отримані дані вносять в таблицю і будують криву, відкладаючи по осі абсцис час у хв, а по осі ординат – кількість NаОН в мл, який пішов на титрування.

	Умови досліду
	0 хв
	15 хв
	30 хв
	45 хв
	60 хв

	
	Кількість NаОН, мл

	Ліпаза, активована жовчю
	
	
	
	
	

	Ліпаза без жовчі
	
	
	
	
	


Клініко-діагностичне значення. Перетравлювання ліпідів відбувається в основному в кишечнику під дією активної панкреатичної ліпази, тому що в шлунковому соку ліпаза малоактивна і діє тільки на емульгований жир, наприклад молока для кращого перетравлювання. Ліпіди мають бути емульговані. Головним емульгатором ліпідів є жовч. Оскільки жовч емульгує жири, при додаванні жовчі ліпаза активується і гідроліз жирів відбувається з більшою швидкістю. Так як ліпаза є основним ензимом для перетравлення ліпідів, зміни її активності можуть свідчити про порушення певних ланок ліпідного обміну. Дефіцит панкреатичної ліпази викликає панкреатогенну стеаторею, яку спостерігають при хронічному панкреатиті, спадковій гіпоплазії pancreas, спадковому чи набутому дефіциті панкреатичної ліпази, а також при муковісцидозі. Вміст жовчних пігментів у калі при таких станах супроводжується зниженням вмісту вільних жирних кислот і значним приростом нерозщеплених жирів. Порушення емульгування, травлення і всмоктування ліпідів та жиророзчинних вітамінів можуть спричинятися також захворюваннями печінки, жовчного міхура або жовчних шляхів (жовчокам’яна хвороба).

Контроль виконання лабораторної роботи
1. У чому полягає принцип методу визначення фосфоліпідів у сироватці крові?

A. В осадженні фосфоліпідів трихлорацетатною кислотою і визначенні вмісту фосфору
B. В утворенні комплексної сполуки за присутності ацетатного ангідриду і суміші ацетатної і сульфатної кислот
C. В утворенні синього забарвлення з 2,6-дихлорфеноліндофенолом і відновленні аскорбіновою кислотою
D. В утворенні з 2-тіобарбітуровою кислотою забарвленого триметинового комплексу
E. В утворенні забарвлених продуктів з оксиметилфурфуролом

2. Вказати вміст загальних фосфоліпідів за умов норми:

А. 0,25 – 1,25 г/л

В. 1,52 – 3,62 г/л

С. 3,75 – 5,40 г/л

Д. 10,15 – 12,30 г/л

Е. 9,80 – 15,72 г/л

3. Яким чином можна оцінити активність ліпази?

А. За здатністю ензиму гідролізувати пептидні зв’язки

В. За кількістю утвореної піровиноградної кислоти

С. За утворенням в результаті гідролізу жирних кислот, кількість яких визначають титруванням в присутності фенолфталеїну
Д. За здатністю інгібувати відновлення нітротетразолію синього в присутності НАДН2
Е. За здатністю знебарвлювати метиленову синьку при її відновленні альдегідом

4. Людина тривалий час обмежує вживання продуктів, що містять фосфоліпіди. До яких метаболічних порушень це може призвести?

5. При аналізі сироватки крові людини знайдено 5 ммоль/л загального холестерину, 3,2 ммоль/л фосфоліпідів, 1,5 ммоль/л тригліцеридів. Чи відповідають ці показники нормі? Як називається такий стан і коли він буває?

6. Концентрація фосфоліпідів у крові становить 0,7 г/л. Як називається такий стан і про які метаболічні порушення свідчить?

Приклади тестів „Крок-1”
1. Потерпілий від укусу гадюки ледь не помер внаслідок інтенсивного гемолізу. Аналіз крові показав незвично високий вміст лізолецитину. Токсичний ефект був обумовлений наявністю у зміїній отруті:

А. Фосфоліпази А1
В. Фосфоліпази А2
С. Фосфоліпази С

Д. Фосфоліпази Д

Е. Нейрамінідази

2. У хворих на цукровий діабет спостерігається підвищення вмісту вільних жирних кислот (НЕЖК). Причиною цього може бути:

А. Накопичення в цитозолі пальмітоїл-КоА

В. Активація утилізації кетонових тіл

С. Активація синтезу аполіпопротеїнів А1, А2, А4
Д. Зниження активності фосфатидилхолінхолестеринацилтрансферази плазми крові

Е. Підвищення активності тригліцеридліпази

3. При лабораторному обстеженні крові хворого, взятої натще, виявлено, що сироватка має білуватий колір, вміст загальних ліпідів – 20 г/л, холестерину – 9 мМ/л. Після центрифугування сироватки на поверхні утворюється біла плівка, що дозволяє припустити збільшення в крові хіломікронів. Зниження активності якого ферменту може спричинити таке явище?

А. Ліпази підшлункової залози

В. Панкреатичних фосфоліпаз

С. Лецитинхолестеринацилтрансферази

Д. Ліпази жирової тканини

Е. Ліпопротеїнліпази крові

4. Внаслідок тривалого вживання жирної їжі у хворого розвинулася аліментарна гіперліпемія, яка головним чином може бути наслідком підвищення вмісту:

А. Фосфоліпідів

В. Холестерину

С. Гліколіпідів

Д. Хіломікронів

Е. Тригліцеридів

5. Після прийому жирної їжі у хворого з’являються нудота та печія, має місце стеаторея. Причиною такого стану може бути:

А. Недостатність амілази

В. Підвищення виділення ліпази

С. Порушення синтезу фосфоліпази

Д. Порушення синтезу трипсину

Е. Недостатність жовчних кислот

Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Метаболізм сфінголіпідів в нормі та при патології; клінічне значення, порушення обміну сфінголіпідів.
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Тема № 6. β-Окиснення та біосинтез жирних кислот. Дослідження обміну жирних кислот та кетонових тіл.

Мета заняття: Вивчити процеси біосинтезу та окиснення жирних кислот. Знати метаболізм кетонових тіл в нормі та при патології і вміти визначати їх вміст у сечі.

Актуальність теми: Окиснення ліпідів та метаболізм кетонових тіл є важливою складовою метаболізму, що забезпечує організм людини резервами метаболічного палива у вигляді енергії АТФ. Визначення вмісту кетонових тіл в крові та сечі має важливе значення для діагностики ряду патологічних процесів.

Конкретні завдання:

· Трактувати β-окиснення вищих жирних кислот.

· Трактувати біосинтез вищих жирних кислот та регуляцію процесу біосинтезу на рівні ацетил-КоА-карбоксилази та на рівні синтетази жирних кислот.

· Аналізувати метаболізм кетонових тіл. 

· Пояснювати механізми надмірного зростання вмісту кетонових тіл при цукровому діабеті та голодуванні.

Теоретичні питання
1. β-Окиснення вищих жирних кислот:

· локалізація процесу β-окиснення жирних кислот;

· активація жирних кислот. Роль карнітину в транспорті жирних кислот в мітохондрії;

· послідовність ферментативних реакцій β-окиснення жирних кислот;

· енергетика β-окиснення жирних кислот.

2. Механізм окиснення гліцеролу, енергетика цього процесу.

3. Біосинтез вищих жирних кислот:

· локалізація біосинтезу вищих жирних кислот;

· метаболічні джерела синтезу жирних кислот;

· стадії синтезу насичених жирних кислот;

· характеристика синтетази ВЖК, значення ацилтранспортуючого білка, біотину;

· джерела НАДФН, необхідного для біосинтезу жирних кислот;

· послідовність ферментативних реакцій біосинтезу вищих жирних кислот;

· регуляція процесу біосинтезу на рівні ацетил-КоА-карбоксилази та на рівні синтетази жирних кислот;

· елонгація насичених жирних кислот;

· утворення ненасичених жирних кислот.

4. Метаболізм кетонових тіл: 

· ферментативні реакції біосинтезу кетонових тіл;

· реакції утилізації кетонових тіл, енергетичне значення;

· метаболізм кетонових тіл в умовах патології. Механізми надмірного зростання вмісту кетонових тіл при цукровому діабеті та голодуванні;

· поняття – кетоацидоз, кетонемія, кетонурія.

Практична робота

Дослід 1. Якісна реакція на ацетон та ацетоацетатну кислоту (проба Ланге).

Принцип методу. Ацетон та ацетоацетатна кислота з натрію нітропрусидом в лужному середовищі утворюють продукти реакції, забарвлені в червоний колір:

CH3 – CO – CH3 + Na2 [Fe (CN)5 NO] + 2 NaOH →

→ Na4 [Fe (CN)5 NO = CHCOCH3] + 2 H2O.

Під дією концентрованої ацетатної кислоти утворюється продукт вишнево-червоного кольору:

Na4 [Fe (CN)5 NO =CHCOCH3]  +CH3COOH →

Na3 [Fe (CN)5 NOCH3COCH3] + CH3COONa.

Ацетоацетатна кислота (в енольній формі) здатна також утворювати з ферумом хлориду (III) комплексну сполуку вишнево-червоного кольору.
Матеріальне забезпечення: сеча хворого на цукровий діабет та сеча здорової людини, 10 % розчин натрію нітропрусиду (свіжоприготований), крижана ацетатна кислота, 10 % розчин NaOH, 50 % розчин амонію сульфату, концентрований розчин аміаку, 10 % розчин феруму хлориду (ІІІ), піпетки, пробірки, лійка, фільтрувальний папір.
Хід роботи. 1. Реакція з натрію нітропрусидом (проба Ланге). В 4 пробірки наливають по 0,5 мл досліджуваної сечі, додають по 0,5 мл розчину натрію гідроксиду і 5-7 крапель натрію нітропрусиду. Спостерігають за появою червоного забарвлення, що приймає вишневий відтінок після додавання декількох крапель концентрованої ацетатної кислоти.

2. Реакція з феруму хлоридом (III) (проба Герхарда).

В 4 пробірки наливають по 2,0 мл досліджуваної сечі і додають по краплям 10 % розчин феруму хлориду (III) до припинення утворення осаду фосфатів. Осад відфільтровують, до фільтрату додають ще декілька крапель FeCl3 та спостерігають за появою вишневого забарвлення. 
Зробити висновок.

Дослід 2. Кількісне визначення кетонових тіл в сечі.
Принцип методу. Див. попередній дослід.

Матеріальне забезпечення: див. попередній дослід.
Хід роботи. Беруть 8 пробірок. У всі, крім першої, наливають по 1мл дистильованої води. У першу та другу пробірки додають по 1 мл сечі хворого на цукровий діабет. Таким чином, у першій пробірці сеча не розведена, а в другій розведена у двічі. Після перемішування з другої пробірки відбирають 1 мл суміші і переносять у третю пробірку, з третьої в четверту і т. д. З останньої пробірки 1 мл виливають для урівнювання об’єму з іншими пробірками. Таким чином, сеча в пробірках буде розведеною у 2, 4, 8 (і т. д.) разів.

Потім у кожну пробірку додають по 8 крапель 50 % розчину амонію сульфату для збільшення густини розчинів по 8 крапель ацетатної кислоти (концентрованої) та натрію нітропрусиду. Вміст пробірок перемішують і в кожну з них обережно по стінках, починаючи з останньої пробірки, нашаровують по 1 мл концентрованого аміаку (реактив відбирати обережно лише за допомогою гумової груші, працюючи з ним під витяжною шафою). Спостерігаючи за пробірками, позначають ту з них, у якій при максимальному розведенні сечі впродовж 3-4 хв ще помітне фіолетове кільце на межі рідин. Звернути увагу, що для успішного проведення досліду аміак необхідно нашаровувати обережно, по стінках. Акцентувати увагу на термін утримання фіолетового кільця.

Розрахунок проводять за формулою:

Х = 0,85 ( А ( 15, 

де Х – концентрація ацетону в сечі, мг/добу; 0,85 – емпіричне число; А – розведення сечі; 15 – перерахунок на добову сечу 1500 мл.

Після проведення розрахунків зробити висновок. 

Клініко-діагностичне значення. У здорової людини в крові вміст кетонових тіл – 1,3-185 мкмоль/л (1,5 – 20 мг/л), з сечею виділяється 20 – 40 мг на добу. Це переважно ацетоацетатна і (-оксимасляна кислоти. Різке зростання концентрації кетонових тіл супроводжується порушенням кислотно-основного стану і розвитком метаболічного кетоацидозу, що є небезпечним, в першу чергу, для нормального функціонування клітин головного мозку.

Збільшення кількості кетонових тіл у крові (кетонемія) і появу їх у сечі (кетонурія) спостерігають при цукровому діабеті, тиреотоксикозі, ураженні печінки, важких інтоксикаціях, голодуванні. Зниження кількості кетонових тіл не має клінічного значення.

Контроль виконання лабораторної роботи
1. У чому полягає принцип методу визначення кетонових тіл (проба Ланге )?

A. У здатності ацетону утворювати фіолетове кільце з натрію нітропрусидом  при нашаруванні аміаку

B. В утворенні забарвлених продуктів конденсації з оксиметилфурфуролом

C. У здатності утворювати дрібнодисперсну емульсію

D. В утворенні забарвленого триметинового комплексу при реакції з тіобарбітуровою кислотою

E. У здатності за присутності ацетатного ангідриду і суміші ацетатної і сульфатної кислот утворювати сполуку зеленого кольору
2. Вказати вміст кетонових тіл в крові у нормі:

А. 2,5 – 8 мкмоль/л

В. 0 – 2,5 мкмоль/л

С. 180 – 250 мкмоль/л

Д. 13 – 185 мкмоль/л

Е. 205 – 317 мкмоль/л

3. Яка проба використовується на виявлення в сечі ацетоацетату?
А. Проба Герхардта

В. Проба Барфуда

С. Проба Богомолова

Д. Проба Петенкофера

Е. Проба Гмеліна

4. На чому ґрунтується виявлення кетонових тіл за пробою Герхардта?

A. На здатності утворювати червоне забарвлення з оксиметилфурфуролом

B. На здатності утворювати із ферумом хлориду (Ш) сполуку червоного кольору

C. На окисненні бензидину киснем

D. На утворенні феруму лактату жовто-зеленого кольору

E. На здатності утворювати червоне забарвлення з діазореактивом

5. У раціоні людини відсутні рослинні олії. До яких наслідків це може призвести?

6. У крові людини виявлено високу концентрацію вільних жирних кислот. Які причини цього явища?

7. У добовій сечі виявлено 120 мг кетонових тіл. Які причини і наслідки такого стану для організму?

Приклади тестів „Крок-1”
1.Жири є необхідним енергетичним матеріалом для організму. Який основний шлях перетворення жирних кислот у мітохондріях клітини?

А. Відновлення 

В. Декарбоксилювання

С. (-Окиснення

Д. (-Окиснення

Е. (-Окиснення

2. При цукровому діабеті та голодуванні в крові збільшується вміст ацетонових тіл, які використовуються як енергетичний матеріал. Назвіть речовину, з якої вони синтезуються?

А. Цитрат

В. Ацетил-КоА

С. Сукциніл-КоА

Д. (-Кетоглутарат

Е. Малат

3. Після тривалого голодування у крові людини спостерігається підвищення вмісту кетонових тіл. Це зумовлено:

А. Зниженням рівня вільних жирних кислот у сироватці крові

В. Мобілізацією ліпопротеїнів високої густини

С. Утворенням ацетил-КоА

Д. Збільшенням окиснення жирних кислот в печінці

Е. Зниженням мобілізації триацилгліцеролів в жировій тканині

4. У хворого на цукровий діабет у крові виявлено ацетон. Яким чином він утворюється в організмі?

А. У процесі (-окиснення жирних кислот

В. У процесі (-окиснення жирних кислот

С. При конденсації двох молекул ацетил – КоА

Д. У процесі (-окиснення жирних кислот

Е. У циклі Кребса

Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Патології, пов’язані з порушенням ліпідного обміну.
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Тема № 7. Біосинтез та біотрансформація холестеролу. Патології ліпідного обміну: стеаторея, атеросклероз, ожиріння. Транспортні форми ліпідів-ліпопротеїни плазми крові.

Мета заняття: Вивчити шляхи біотрансформації холестерину та основні порушення ліпідного обміну. Зрозуміти природу вільнорадикальних реакцій, механізми реакцій перекисного окиснення ліпідів та значення їх у біологічних процесах у нормі та при патології.

Актуальність теми: Порушення процесів біотрансформації холестерину зумовлює ряд захворювань, серед яких атеросклероз, ожиріння та інші. Тому дослідження показників ліпідного обміну є необхідним для діагностики та лікування різних захворювань.

Утворення вільних радикалів та продуктів ПОЛ є необхідною ланкою в нормальному метаболізмі. У нормі інтенсивність процесів ПОЛ регулюється системою антиоксидантного захисту. Порушення співвідношення між активністю про- і антиоксидантних систем проявляється у вигляді різних патологічних процесів, що і пояснює необхідність їх вивчення.

Конкретні завдання:
· Трактувати етапи біосинтезу холестерину.

· Пояснювати регуляцію синтезу холестерину в організмі людини.

· Аналізувати шляхи біотрансформації холестерину: етерифікацію, утворення жовчних кислот, стероїдних гормонів, вітаміну D3 ; екскреція холестерину з організму. 

· Пояснювати патологію ліпідного обміну: атеросклероз, цукровий діабет, ожиріння, стеаторея.

· Пояснювати процеси ліпідної пероксидації за умов норми та патології.

· Трактувати регуляцію вільнорадикальних реакцій в організмі людини.

Теоретичні питання

1. Біосинтез холестерину в організмі людини: 
· локалізація цього процесу, значення;

· етапи синтезу холестерину;

· ферментативні реакції синтезу мевалонової кислоти;

· регуляція синтезу холестерину.

2. Шляхи біотрансформації холестерину (етерифікація, утворення жовчних кислот та стероїдних гормонів, синтез вітаміну D3, екскреція з організму).

3. Патології ліпідного обміну:

a. атеросклероз: механізми розвитку, роль генетичних факторів, гіперхолестеринемії, класифікація ВООЗ;

b. порушення ліпідного обміну при цукровому діабеті;

c. патологічні процеси обміну ліпідів, які ведуть до розвитку ожиріння;

d. жировий гепатоз, ліпотропні фактори.

6. Процеси пероксидного окиснення ліпідів та механізми дії ензимів антиоксидантного захисту:

a. процеси ліпідної пероксидації в нормі та за умов патології;

b. регуляція вільнорадикальних реакцій в організмі людини;

c. характеристика антиоксидантів та прооксидантів, їх значення для

     перебігу реакцій пероксидації ліпідів.

7. Будова ліпопротеїнів крові

8. Особливості метаболізму ліпопротеїнів крові

Практична робота

Дослід 1. Якісна реакція на жовчні кислоти (реакція Петенкофера)

Принцип методу. Реакція базується на утворенні забарвлених продуктів конденсації у разі взаємодії жовчних кислот з оксиметилфурфуролом. Останній утворюється з фруктози, що є продуктом гідролізу внаслідок додавання до сахарози концентрованої сульфатної кислоти.

Матеріальне забезпечення: жовч, 20 % розчин сахарози, концентрована Н2SO4, пробірки.
Хід роботи. У пробірку наливають 10-15 крапель жовчі, додають 1 краплю свіжого розчину сахарози і злегка струшують. В іншу пробірку вміщують 10-15 крапель сульфатної кислоти. Розчин, що містить жовч, нашаровують на сульфатну кислоту. На межі розподілу рідин утворюється осад жовчних кислот і з’являється червоно-фіолетове кільце. У разі обережного струшування рідина набуває вишнево-червоного забарвлення.

Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Головним емульгатором ліпідів є жовч, яка містить жовчні кислоти, що утворюються в печінці (10 – 15 г за добу ). До них належать: холева, дезоксихолева, хенодезоксихолева, літохолева та інші, які виділяються з жовчю у вільному стані та у вигляді парних жовчних кислот, які зв’язані з гліцином або з таурином. Жовчні кислоти емульгують ліпіди, активують панкреатичну ліпазу, беруть активну участь у процесі всмоктування жирних кислот, утворюють холеїнові комплекси, стабілізують холестерол. Дефіцит жовчі в кишківнику може бути пов’язаний із захворюваннями печінки (механічна жовтяниця, гепатити, цироз), жовчного міхура або жовчних шляхів (жовчокам’яна хвороба, пухлини жовчовивідних шляхів). При копрологічних дослідженнях спостерігають зменшення або відсутність у калі жовчних пігментів (ахолічний кал) та високий вміст мил, особливо кальцієвих.

Дослід 2. Визначення процесів ліпідної пероксидаціі в тканинах. Визначення вмісту малонового діальдегіду.

          Принцип методу. Метод ґрунтується на тому, що за високої температури в кислому середовищі малоновий діальдегід (МДА) реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК) з утворенням забарвленого триметинового комплексу з максимумом поглинання при 532 нм.
          Матеріальне забезпечення: сироватка крові, фосфатний буфер рН 7,4; 1 мМ  KMnO4, 1 мМ FeSO4, 20 ( розчин трихлорацетатної кислоти (ТХАК), 1н хлоридна кислота, 0,7 ( тіобарбітурова кислота, бутанол, центрифуга, водяна баня, спектрофотометр, пробірки.

          Хід роботи. До 3 мл фосфатного буфера (рН 7,4) додають 0,2 мл сироватки; 0,5 мл 1мМ  KMnO4, перемішують, а через 10 хв додають 0,5 мл 1 мM  FeSO4.  Після цього додають 1 мл 20 ( ТХАК і  центрифугують 10 хв при 3000 об/хв. Далі до 2 мл супернатанту додають 0,5 мл 1н НСІ та 1 мл 0,7 ( тіобарбітурової кислоти. Суміш витримують 20 хв на киплячій водяній бані (95-100(С). Після різкого охолодження в пробірку вносять 3 мл бутанолу, ретельно перемішують розчин і центрифугують 10 хв при 3000 об/хв.

          Оптичну густину розчину визначають спектрофотометрично при 532 нм. Вміст  МДА виражають в мкМ/мл сироватки.

          Розрахунок проводять за формулою:

С = А ( 52,88 / 0,2 ,

де  А – оптична густина розчину; 

      52,88 – коефіцієнт перерахунку;

      0,2 – кількість мл сироватки крові в пробі.
        Зробити висновок.
Клініко-діагностичне значення. Утворення вільних радикалів та продуктів ПОЛ є необхідною ланкою нормального метаболізму, що корелює з активністю мембранозв’язаних електронтранспортних та енерго-трансформуючих систем, сприяє оновленню клітинних мембран, бере участь у регуляції активності мембранозв’язаних ферментів, біосинтезі простагландинів, лейкотрієнів, піноцитозі.

Вміст МДА (ТБК-активних продуктів) у крові здорових людей становить 6,2 – 8,3 мкмоль/л. Надмірна інтенсифікація ПОЛ призводить до порушення перебігу хімічних процесів, клітин і наростання системної поліорганної патології. Збільшення вмісту МДА спостерігається при атеросклерозі (вдвічі), ішемічній хворобі серця та печінки, гіпертонічній хворобі, під впливом іонізуючого опромінення, а також під час старіння, що може бути пов’язано з віковим розвитком атеросклерозу. Зниження вмісту МДА спостерігається при хронічній серцевій недостатності, онкологічних захворюваннях та ін.

Дослід 3. Вивчення системи антиоксидантного захисту. Кількісне визначення активності каталази в крові.

Принцип методу. Антиоксидантні реакції у механізмі захисних процесів є провідними і найбільш потужними, оскільки вони не тільки запобігають розвитку вільнорадикальних реакцій, але й забезпечують ефективність елімінації кінцевих метаболітів пероксидного окиснення із залученням їх до енергетичного обміну, тим самим підтримуючи високу активність синтетичних процесів, у тому числі ензимів супероксиддисмутази (СОД), каталази (КТ) та глутатіонпероксидази (ГПО), які відповідно формують другий і третій ступені захисту. Крім запобігання нагромадженню пероксидів, такий антиоксидантний захист стабільно підтримує високу активність окисно-відновних процесів внаслідок утворення кисню при перетворенні супероксиду в пероксид за участю СОД і гідролізу його каталазою та глутатіонпероксидазою.

Метод визначення активності каталази базується на визначенні кількості пероксиду водню, перетвореного ензимом за певний проміжок часу.
Матеріальне забезпечення: розведена кров (1:1000), дистильована вода, 1% розчин Н2О2, 10 % розчин сірчаної кислоти, 0,1 н розчин КМпО4, колби, піпетки, бюретка.
Хід роботи. Розведену кров (1:1000) наливають по 1 мл в дві колбочки, додають по 7 мл дистильованої води, в дослідну пробу додають 2 мл 1 % Н2О2, а в контрольну – 5 мл 10 % розчину сірчаної кислоти. Дія каталази в кислому середовищі припиняється (в контрольній пробі), так як вона діє при рН 7,4. Колбочки залишають на 30 хв при кімнатній температурі. Потім до дослідної проби додають 5 мл 10 % розчину сірчаної кислоти. А до контрольної – 2 мл 1% розчину Н2О2. Вміст колбочок титрують 0,1 н розчином КМnО4 до рожевого забарвлення.

Каталазне число (Кч) розраховують за формулою:

Кч = ( А – В ) ( 1,7

де: А – кількість мл 0,1н р-ну КМnО4, яка пішла на титрування контрольної проби;

В – кількість мл 0,1н р-ну КМnО4, яка пішла на титрування дослідної проби.
В нормі каталазне число становить 10-15 одиниць.
Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. У нормі інтенсивність процесів ПОЛ регулюється системою антиоксидантного захисту. Найважливішими компонентами антирадикального і антипероксидного захисту є ензими, які каталізують реакції між активованими формами кисню, здійснюють розпад гідропероксидів. Серед цих ензимів важливе місце займає каталаза, яка прискорює реакцію розщеплення пероксиду водню та деяких його однозаміщених похідних. 

В нормі активність каталази в крові людини 25,5 – 52,2 мкат/л. Підвищення активності каталази спостерігається при хронічній серцевій недостатності, перціозній анемії та макроцитарних анеміях, при введені в організм кофеїну, алкоголю, ацетонових тіл. Зниження активності цього ензиму спостерігається при злоякісних пухлинах, при ряді інфекційних захворювань (черевний тиф, скарлатина, малярія, туберкульоз легень).

Контроль виконання лабораторної роботи
1. Якою якісною реакцією можна виявити жовчні кислоти в біологічних рідинах?

А. Проба Ланге

В. Біуретова реакція

С. Реакція Петенкофера

Д. Бензидинова проба

Е. Реакція Фоля

2. Яке значення жовчних кислот у травленні та засвоєнні ліпідів?

А. Проводять гідроліз ліпідів

В. Запобігають розщепленню білків

С. Емульгують жири, пришвидшують їх травлення та всмоктування

Д. Транспортують моносахариди

Е. Проводять виведення жирів з організму

3. За активністю яких ензимів оцінюють надійність антиоксидантного захисту?

А. Пепсину, трипсину, хімотрипсину

В. Аланінамінотрансферази, аспартатамінотрансферази

С. Ліпази, фосфоліпази, холестеролестерази

Д. Супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази, каталази

Е. Лужної та кислої фосфатази

4. Про що може свідчити підвищена концентрація малонового діальдегіду?

А. Збільшення кількості вітаміну Е

В. Активацію ПОЛ і руйнування клітинних мембран

С. Підвищення активності ензимів антиоксидантного захисту

Д. Зниження вмісту дієнових кон’югатів

Е. Збільшення вмісту вітаміну С

5. Вміст холестерину в крові складає 12 ммоль/л. Дати клінічну інтерпретацію результату, вказати можливі причини і наслідки для організму.

6. Вітамін Е відіграє важливу роль у системі антиоксидантів, проявляє стабілізуючий вплив на стан біліпідного шару мембран. На чому ґрунтується його дія?

Приклади тестів „Крок-1”
1. При обстеженні хворого виявлено підвищений вміст ліпопротеїнів низької щільності в сироватці крові. Яке захворювання можна очікувати у цього хворого?

А. Запалення легень

В. Атеросклероз

С. Гастрит

Д. Гострий панкреатит

Е. Ураження нирок

2. Скарги та об’єктивні дані дозволяють припустити наявність у хворого запального процесу у жовчному міхурі, порушення колоїдних властивостей жовчі, ймовірність утворення жовчних каменів. Що головним чином може спричинити їх утворення?

А. Урати 

В. Оксалати

С. Хлориди

Д. Фосфати

Е. Холестерин

3. Посилення пероксидного окиснення ліпідів та біополімерів є одним із основних механізмів пошкодження структури та функції клітинних мембран і загибелі клітини. Причиною цього є:

А. Гіповітаміноз В1
В. Гіпервітаміноз В1
С. Гіповітаміноз В12
Д. Гіпервітаміноз В12
Е. Гіповітаміноз Е

4. В процесі лікування пародонтозу застосовують антиоксиданти природного та штучного походження. Вкажіть, яка з наведених природних сполук використовується в якості антиоксидантного засобу?

А. Тіамін

В. Глюконат

С. Піридоксин

Д. Холін

Е. Токоферол

Індивідуальна самостійна робота студентів
1. Пероксидне окиснення ліпідів.

2. Реалізація біохімічної ролі оксиду азоту.

3. Антиоксидантна система, її значення.
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Змістовий модуль 11. Метаболізм амінокислот. Ензимопатії амінокислотного обміну.
Тема № 8. Дослідження перетворень амінокислот (трансамінування, дезамінування, декарбоксилування), біосинтезу глутатіону та креатину. 

Мета заняття: Вивчити загальні шляхи перетворення амінокислот, оволодіти методами ідентифікації їх метаболітів. Вміти інтерпретувати отримані показники.

Актуальність теми: Обмін білків є центральною ланкою всіх біохімічних процесів, знання і розуміння загальних шляхів перетворень амінокислот, їх метаболітів та визначення активності ферментів, що беруть участь у цих перетворення є критеріями для оцінки обміну білків.
Конкретні завдання:

· Визначати активність амінотрансфераз у сироватці крові динітрофенілгідразиновим методом;

· Оволодіти методом кількісного визначення креатиніну в сироватці крові;

· Давати оцінку проведеним дослідженням і робити висновки про можливість їхнього використання у клінічній практиці.
Теоретичні питання

1. Шляхи утворення та підтримання пулу вільних амінокислот в організмі людини. Загальні шляхи перетворення вільних амінокислот.

2. Трансамінування амінокислот, субстрати для реакцій транс амінування. Механізм реакції трансамінування. Трансамінази. Локалізація трансаміназ в органах і тканинах. Клініко-діагностичне значення визначення активності трансаміназ.

3. Типи реакцій дезамінування амінокислот і їх кінцеві продукти. Механізм окиснювального дезамінування амінокислот. Оксидази L- і D-амінокислот. Їх ферментативна активність, специфічність дії. 

4. Декарбоксилування амінокислот. Декарбоксилази. Утворення біогенних амінів ((-аміномасляна кислота, гістамін, серотонін, дофамін). Декарбоксилування амінокислот у процесі гниття білків у кишківнику. Окиснення біогенних амінів. 

5. Глутатіон, будова та роль в обміні органічних пероксидів.

6. Утворення креатину та креатиніну, клініко-біохімічне значення порушень їхнього обміну.

Практична робота
Дослід 1. Визначення активності аланінамінотрансферази (АлАТ) уніфікованим динітрофенілгідразиновим методом Райтмана-Френкеля
Принцип методу. В результаті реакції трансамінування під дією АлАТ утворюються піруват і глутамат. При додаванні 2,4-динітрофенілгідразину в лужному середовищі утворюється гідразон піровиноградної кислоти, інтенсивність забарвлення якого прямопропорційна кількості утвореної піровиноградної кислоти і є показником активності АлАТ.

Матеріальне забезпечення: 0,1 М розчин Na2HPO4; 0,1 М розчин КН2РО4; 0,1 М фосфатний буфер рН 7,4 (змішують 840 мл 0,1 М Na2HPO4 і 160 мл 0,1 М КН2РО4); 0,4 М розчин NаОН; 0,04 % розчин бромтимолового синього (100 мг індикатора розтирають у ступці з 3,2 мл 0,05 М NаОН, змивають водою в мірну колбу на 250 мл і доводять до мітки водою); субстратний розчин: 29,2 мг α-кетоглутарової кислоти і 1,78 мг D,L-аланіну розчиняють в 1 М NаОН до отримання рН 7,4, розчин переливають у мірну колбу на 100 мл і доводять 0,1 М фосфатним буфером до мітки); 1 М розчин соляної кислоти; 1 мМ розчин 2,4-динітрофенілгідразину (19,8 мг 2,4-динітрофенілгідразину розчиняють у невеликій кількості 1 М НСl при нагріванні на водяній лазні, після охолодження доводять до 100 мл, наступного дня реактив фільтрують); натрію піруват. Визначення проводяться за допомогою спектрофотометра або фотоелектроколориметра. Необхідні термостат або водяна лазня, холодильник. 

Приготування калібрувального розчину: 11 мг натрію пірувату розчиняють у невеликій кількості води, переносять у мірну колбу на 100 мл і доводять водою до мітки – 1 мл калібрувального розчину містить 110 мкг натрію пірувату, що відповідає 88 мкг або 1 мкмоль піровиноградної кислоти.
Хід роботи: 1) Дослідна проба: В пробірку вносять 0,5 мл субстратного розчину і 0,1 мл досліджуваної сироватки. Пробірку ставлять у термостат при 370С на 30 хв. Додають 0,5 мл розчину 2,4-динітрофенілгідразину і витримують 20 хв. при кімнатній температурі. Потім додають 5 мл 0,4 М NaOН, перемішують і залишають на 10 хв при кімнатній температурі для розвитку забарвлення. Інтенсивність забарвлення визначають на фотоелектроколориметрі при λ = 546 нм у кюветі з товщиною шару 10 мм проти контрольної проби.
2) Контрольна проба: В пробірку вносять 0,5 мл субстратного розчину, 0,1 мл сироватки і 0,5 мл розчину 2,4-динітрофенілгідразину. Контрольну пробу залишають на 10 хв при кімнатній температурі.

Розрахунок активності АлАТ в сироватці крові проводять за калібрувальним графіком, що показує залежність оптичної густини від вмісту піровиноградної кислоти.

Побудова калібрувального графіка: з калібрувального розчину готують низку розведень (див. табл.). Калібрувальні проби проводять так само як дослідні, але замість сироватки додають розведені калібрувальні розчини. Вимірюють проти холостої проби, в яку замість калібрувальних розчинів додають воду. Визначивши оптичні густини будують калібрувальний графік, відкладаючи на вісі абсцис активність ферменту, а на вісі ординат – значення оптичної густини. Калібрувальна крива лінійна до величини оптичної густини 0,3.

Отримання калібрувальних розчинів
	№ про

би
	Калібрувальний розчин натрію пірувату, мл
	Дистильована

вода, мл
	Піровиноградна

кислота
	Активність

АлАТ,
нмоль/(с.л)

	
	
	
	мкг
	мкмоль
	

	1
	0,05
	0,55
	4,4
	0,05
	278

	2
	0,10
	0,50
	8,8
	0,10
	556

	3
	0,15
	0,45
	13,2
	0,15
	834

	4
	0,20
	0,40
	17,6
	0,20
	1112

	5
	0,25
	0,35
	22,0
	0,25
	1390


Активність АлАТ вираховують за формулою:
С × 1000

Активність = 
30 × 0,1
[мкмоль/(хв. л) або МО/л]

де: С – вміст піровиноградної кислоти, знайденої за калібрувальним графіком (у мкмолях);
1000
 – коефіцієнт перерахунку на 1 л сироватки; 
 0,1
30 – коефіцієнт перерахунку на 1 хв.;

Коефіцієнт перерахунку в нмоль/(с·л) дорівнює 16,67.

Зробити висновок.

Клініко-діагностичне значення. Активність АсАТ у крові зростає через 4-6 год. після інфаркту міокарда і звичайно повертається до норми на 3-7 день. При стенокардії АсАТ залишається в нормі. Зниження нормальних показників амінотрансфераз у плазмі може бути при недостатності вітаміну В6, а також при нирковій недостатності. Найвища активність АлАТ характерна для захворювань печінки – особливо в інкубаційному періоді інфекційного гепатиту. 

Зростання активності ферментів у сироватці крові викликають некроз печінки або їх пошкодження будь-якої етіології, включаючи холестатичну і обструктивну жовтяницю, хронічні гепатити, алкогольний гепатит (АсАТ зазвичай більше АлАТ); вірусні і хронічні гепатити (АлАТ > АсАТ), метастази в печінку і гепатома; інфекційний мононуклеоз; некроз, травма, запальні захворювання серцевого або скелетного м’язу; після гострого інфаркту міокарда АсАТ > АлАТ; тяжке фізичне навантаження, серцева недостатність, тяжкі опіки, тепловий удар, гіпотиреоідизм, молочнокислий ацидоз та ін.

Нормальні значення або незначне підвищення спостерігається при цирозі печінки, неврологічних захворюваннях, церебральному інфаркті, гострому панкреатиті, гемофілії, порушенні процесів всмоктування в кишківнику, ожирінні та ін.

Діагностично важливим є одночасне визначення активності АлАТ і АсАТ та розрахунок коефіцієнта де Рітіса – АсАТ/АлАТ, який в нормі дорівнює приблизно 1,3. При інфекційному гепатиті він нижчий норми, при інфаркті міокарда – вищий норми.
        Нормативні величини: для АлАТ – 28-190 нмоль/(с·л)

[0,1-0,68 мкмоль/(год.мл)] при 37 оС або 11,4 МО/л.

Дослід 2. Уніфікований метод визначення креатиніну за кольоровою реакцією Яффе (метод Поппера і співавторів)

Принцип методу. В результаті реакції креатиніну і пікринової кислоти в лужному середовищі утворюється кольорова сполука, інтенсивність забарвлення якої прямопропорційна концентрації креатиніну.

Матеріальне забезпечення: Насичений розчин пікринової кислоти (2 г пікринової кислоти розчиняють в 100 мл гарячої (70-80оС) дистильованої води) залишають на добу при кімнатній температурі, фільтрують, зберігають у темному посуді; основний стандартний розчин креатиніну (8,8 мМ 100 мг креатиніну розчиняють в 100 мл 0,1 н розчину хлоридної кислоти) зберігають у холодильнику з притертим корком; розчин їдкого натрію – 10 г/100 мл; 0,1 н розчин хлоридної кислоти; центрифуга, водяна лазня, фотоелектроколориметр або спектрофотометр.

Хід роботи: 2 мл сироватки змішують в пробірці з 6 мл прозорого насиченого розчину пікринової кислоти. Через 5 хв пробірку поміщають на 15-20 с в кип’ячу водяну баню, потім вміст пробірки центрифугують (або фільтрують). До 4 мл супернатанту додають 0,2 мл розчину NаОН, перемішують і доводять водою до 10 мл. Через 10 хв проби колориметрують при зеленому світлофільтрі (довжина хвилі 530 нм) у кюветі з товщиною шару 20 мм проти контрольної проби. Контрольну пробу готують наступним чином: до 3 мл насиченого розчину пікринової кислоти додають 0,2 мл розчину NаОН і доводять водою до 10 мл. Стандартну пробу готують аналогічно до дослідної, але з тою різницею, що замість сироватки беруть 2 мл робочого стандартного розчину і вміст пробірки не центрифугують.

Розраховують концентрацію креатиніну (Х) за формулою:

	Х =
	Адосл.
  Аст.
	× 0,088 (ммоль/л) 

	Х =
	Адосл.

  Аст.
	× 88 (мкмоль/л)


або
де: Адосл. – екстинкція дослідної проби;

Аст. – екстинкція стандартної проби;

0,088 ммоль/л (88 мкмоль/л) – концентрація креатиніну в стандартній пробі.
Зробити висновки.
Клініко-діагностичне значення. Креатинін – кінцевий продукт обміну креатину. Концентрація креатиніну в крові є досить постійною величиною, що відображає м’язову масу і не залежить від харчування та інших факторів. Креатинін не реабсорбується в ниркових канальцях, тому з діагностичною метою використовується його визначення в крові та сечі для оцінки швидкості клубочкової фільтрації нирок.

У нормі вміст креатиніну у жінок – 0,044-0.097 ммоль/л або 44-97 мкмоль/л; у чоловіків – 0,044-0,115 ммоль/л або 44-115 мкмоль/л. Підвищені показники можуть бути на фоні приймання нефротоксичних препаратів, при лейкемії, гемолізі, кетоацидозі, занижені – при жовтяниці.

Підвищена концентрація креатиніну в крові спостерігається при гострих і хронічних захворюваннях нирок, активній акромегалії, гігантизмі, гіпертиреозі. Зниження даного показника може спостерігатись протягом І і ІІ триместрів вагітності, а також при зменшенні м’язової маси (обумовленому віком або м’язовою дистрофією).
Контроль виконання лабораторної роботи

1. При визначенні активності АлАТ уніфікованим динітрофенілгідразиновим методом Райтмана-Френкеля як субстратну суміш використовують:

А. α- Кетоглутарат і аланін

В. α- Кетоглутарат і гліцин

С. α- Кетоглутарат і аспартат

D. Оксалоацетат і аланін

Е. Оксалоацетат і глутамат

2. Гідразон піровиноградної кислоти в лужному середовищі утворює червоно-буре забарвлення, інтенсивність якого є прямопропорційною кількості:

А. Пірувату

В. Оксалоацетату

С. α- Кетоглутарату

D. Аланіну

Е. Аспартату

3. У результаті реакції креатиніну і пікринової кислоти в лужному середовищі утворюється кольорова сполука, інтенсивність забарвлення якої є прямопропорційною концентрації:

А. Креатиніну

В. Креатину

С. α- Кетоглутарату

D. Аланіну

Е. Аспартату

4. Нормативні величини креатиніну для жінок складають:

А. 0,044-0,097 ммоль/л

В. 0,440-0,970 ммоль/л

С. 4,400-9,700 ммоль/л

D. 44,000-97,000 ммоль/л

Е. 440,000-970,000 ммоль/л

5. Хворий 55 років госпіталізований зі скаргами на болі в лівій половині грудної клітки, задишку в стані спокою з діагнозом – інфаркт міокарда. Результати лабораторних аналізів: креатинкіназа ( 12 мкмоль/хв.л) (норма 0-6); АсАТ (  60 мкмоль/(хв.л) (норма 2-20); ЛДГ ( 15 мкмоль/(год.мл) (норма 8,8-4,0). Чи підтверджується діагноз на основі проведеного лабораторного обстеження?
Приклади тестів „Крок-1”

1. У хворого 60 років є клінічні ознаки інфаркту міокарда. Визначення активності яких ферментів сироватки крові підтвердять діагноз?

А. Трансаміназа, креатинкіназа, лактатдегідрогеназа

В. Трансаміназа, креатинкіназа, глутаматдегідрогеназа
С. Креатинкіназа, ліпаза, глутатіопероксидаза

D. Лактатдегідрогеназа, трансаміназа, амілаза

Е. Глікозидаза, амілаза, супероксиддисмутаза

2. Хворий 30 років, спортсмен, після чергового тренування знепритомнів. До цього виникали болі в області серця. Хворому попередньо поставлено діагноз інфаркт міокарду. Визначення активності якого ферменту необхідно провести для уточнення діагнозу?

А. Альдолази

В. АсАТ

С. Лужної фосфатази

D. Холінестерази

Е. Кислої фосфатази

3. Хворий 45 років скаржиться на загальну слабість, швидку стомлюваність. При аналізі крові встановлено зниження активності амінотрансфераз та декарбоксилаз амінокислот. Хворому потрібно призначити:

А. Тіамін

В. Рибофлавін

С. Піридоксальфосфат

D. Фолієву кислот

Е. Нікотинамід

4. До лікаря звернувся хворий, у якого виражені алергічні симптоми: висипи на тілі, набряки обличчя, свербіння. Це пов’язано зі збільшенням утворення:

А. Холіну

В. ГАМК

С. Дофаміну

D. Гістаміну

Е. Серотоніну

5. До лікаря звернулась хвора з термічним опіком. У сироватці крові хворої спостерігається:

А. Підвищення концентрації ГАМК

В. Зниження концентрації ГАМК

С. Підвищення концентрації дофаміну

D. Підвищення концентрації гістаміну

Е. Зниження концентрації гістаміну

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Клініко-діагностичне значення визначення трансаміназ.

2. Синтез та розпад біогенних амінів.
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Тема № 9. Дослідження процесів детоксикації аміаку та біосинтезу сечовини.
Мета заняття: Знати шляхи утворення, транспортування та знешкодження аміаку в організмі людини. Засвоїти методи визначення сечовини, фенілпіровиноградної кислоти у біологічних рідинах, вміти інтерпретувати отримані дані.
Актуальність теми: В процесі обміну амінокислот утворюються метаболіти, визначення яких у крові та сечі може бути використано для діагностики і контролю за лікуванням. 
Конкретні завдання:

· Кількісно визначити сечовину у біологічних рідинах. Дати оцінку проведеним дослідженням і зробити висновок;

· Трактувати метаболічні закономірності утворення та знешкодження аміаку, циркуляторного транспорту аміаку, біосинтезу сечовини;

· Аналізувати зміни в системах транспорту та знешкодження аміаку при генетичних аномаліях ферментів метаболізму аміаку;

· Пояснювати особливості функціонування загальних шляхів метаболізму безазотистих скелетів амінокислот та спеціалізованих перетворень циклічних амінокислот;

· Пояснювати біохімічні основи виникнення і проявів генетичних аномалій обміну циклічних амінокислот та аналізувати причини нагромадження проміжних продуктів їх обміну при фенілкетонурії, алкаптонурії, альбінізмі.

Теоретичні питання

1. Загальні шляхи метаболізму безазотистого скелета амінокислот в організмі людини. Глюкогенні та кетогенні амінокислоти.

2. Шляхи утворення аміаку. Токсичність аміаку та механізми його знешкодження. Циркуляторний транспорт аміаку (глутамін, аланін).

3. Біосинтез сечовини: ферментні реакції; генетичні дефекти ферментів (ензимопатії) синтезу сечовини. 

4. Спеціалізовані шляхи обміну ациклічних амінокислот. Обмін гліцину та серину; роль тетрагідрофолату (H4-фолату) в переносі одновуглецевих фрагментів, інгібітори дигідрофолатредуктази як протипухлинні засоби.
5. Обмін сірковмісних амінокислот; реакції метилування. 

6. Особливості обміну амінокислот з розгалуженими ланцюгами; участь коферментних форм вітаміну В12 в метаболізмі амінокислот. 
7. Обмін аргініну; біологічна роль оксиду азоту, NO-синтаза. 

8. Специфічні шляхи метаболізму циклічних амінокислот фенілаланіну та тирозину, послідовність ферментативних реакцій. Спадкові ензимопатії обміну циклічних ациклічних амінокислот фенілаланіну та тирозину –  фенілкетонурія, алкаптонурія, альбінізм. 
9. Обмін триптофану: кінуреніновий та серотоніновий шляхи.

Практична робота

Дослід 1. Визначення вмісту сечовини в сечі.

Принцип методу. Метод базується на здатності сечовини, що містить аміногрупи, утворювати з парадиметиламінобензальдегідом в кислому середовищі комплексну сполуку, забарвлену в жовтий колір. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна концентрації сечовини в досліджуваній сечі і визначається фотоколориметрично.

Матеріальне забезпечення: сеча; 2 %-ний розчин парадиметил-амінобензальдегіду (ПДМАБА); стандартний розчин сечовини (2,5 %); ФЕК, піпетки, мікропіпетки, сухі пробірки.

Хід роботи. У пробірку наливають 0,2 мл сечі, додають 1,2 мл розчину ПДМАБА і ретельно перемішують. Через 15 хв пробу фотометрують в сухих кюветах шириною 3 мм (синій світлофільтр, λ = 450-480 нм) проти води. Показник Е для контролю – 0,08. Для визначення вмісту сечовини в сечі користуються готовим калібрувальним графіком (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 г сечовини в 100 мл) і розраховують кількість сечовини в г/добу. При побудові калібрувального графіку використовують стандартні розчини сечовини (замість сечі беруть 0,2 мл кожного стандарту, обробляють так само, як і сечу, і аналогічно фотометрують). Коефіцієнт перерахунку в одиниці СІ (ммоль/добу) дорівнює 16,65.

Пояснити отримані результати. Зробити висновок.

Дослід 2. Визначення вмісту сечовини в сироватці крові та сечі за реакцією з діацетилмонооксимом.

Принцип методу. Сечовина в кислому середовищі за наявності тіосемикарбазиду і солей феруму утворює з діацетилмонооксимом комплексну сполуку червоного кольору, оптична густина якої при зеленому світлофільтрі (500-560 нм) пропорційна концентрації сечовини.

         діацетилмонооксим                           діацетил            гідроксиламін    


                    діацетил                  сечовина     діазинове похідне

Матеріальне забезпечення: розчин трихлорацетатної кислоти (ТХАК) (100 г/л), діацетилмонооксим (25 г/л, водний стабільний розчин), тіосемикарбазид (2,5 г/л водний розчин стабільний при зберіганні у темному посуді за кімнатної температури), кислота сульфатна, конц.(96 %), кислота ортофосфорна (85 %), розчин феруму хлориду (основний розчин – 5 г феруму хлориду доводять до 100 мл водою і підкислюють додаванням 1 мл сульфатної кислоти конц.; з основного розчина готують робочий: 1 мл основного розчину феруму хлориду доводять до 100 мл водою, додають 8 мл конц. сульфатної кислоти і 1 мл 85 % ортофосфатної кислоти; зберігають 2 тижні у темному посуді), розчин бензойної кислоти (2 г/л), розчин сечовини (7 ммоль/л – 42г/100 мл), кольоровий реактив (до 30 мл робочого розчину феруму хлориду додають 20 мл води, 1 мл розчину діацетилмонооксиму і 0,25 мл розчину тіосемикарбазиду; кольоровий розчин готують кожен раз перед використанням), спектрофотометр, водяна баня з температурою 100( С, сироватка крові, добова сеча профільтрована, розведена ізотонічним розчином натрію хлориду або дистильованою водою 1:50 або 1:100.

Хід роботи. Визначення з депротеїнуванням. Зразки: сироватка (плазма) крові ліпемічна або гемолізована; цільна кров (плазма).
Хід визначення проводять за наступною схемою:

	
	Контрольна проба,

мл
	Стандартна проба,

мл 
	Дослідна 
проба,
мл 

	Н2О
	1,0
	0,8
	0,8

	Розчин ТХАК
	1,0
	1,0
	1,0

	Досліджуваний зразок
	-
	-
	0,2

	Стандартний розчин сечовини
	-
	0,2
	-

	Перемішати і центрифугувати 10 хвилин при 3000 об/хв.

	Надосадова рідина
	0,5
	0,5
	0,5

	Кольоровий розчин
	5,0
	5,0
	5,0


Вміст пробірок ретельно перемішують, отвір закривають алюмінієвою фольгою і пробірки ставлять у киплячу водяну баню точно на 20 хв. Потім пробірки швидко охолоджують водою і вимірюють оптичну густину стандартної (Астанд.) та дослідної (Адосл.) проб при зеленому світлофільтрі (500-560 нм) проти контрольної проби в кюветі товщиною 1,0 см. Забарвлення є стійким протягом 15 хв. Звернути увагу на наступне: якщо вміст сечовини в пробі перевищує 17 ммоль/л, пробу необхідно розвести дистильованою водою і аналіз провести повторно. Результат необхідно перемножити на розведення.

Розрахунок вмісту сечовини проводять за формулою:
              Адосл.
С =                         ( 7
де:

              Астанд.
С – вміст сечовини в дослідній пробі, ммоль/л;

Адосл. – оптична густина дослідної проби;

Астанд. – оптична густина стандартної проби;

7 – вміст сечовини у стандартному розчині, ммоль/л.
Пояснити отриманий результат. Зробити висновок. 

Клініко-діагностичне значення. Синтез сечовини відбувається в печінці (цитозоль і мітохондрії) головним чином з аміаку, який утворюється при дезамінуванні амінокислот, розпаді пуринових і піримідинових нуклеотидів. За добу з сечею здорової людини виділяється 20-35 г або 333-583 ммоль сечовини. В нормі вміст сечовини в сироватці крові становить 3,3- 8,3 ммоль/л.

Відхилення від нормального вмісту залежать від інтенсивності процесів синтезу сечовини та її виведення.  

Збільшення вмісту сечовини в сироватці крові є однією з головних ознак порушення видільної функції нирок. Крім того, зростання рівня сечовини у сироватці крові може бути нениркового походження – при втраті організмом рідини (блювання, пронос, зневоднення), при посиленому розпаді білків (гостра жирова дистрофія печінки).

Зменшення вмісту сечовини може спостерігатися при захворюваннях печінки (паренхіматозна жовтяниця, цироз печінки) внаслідок порушення синтезу сечовини в печінці.
Підвищений вміст сечовини у сечі спостерігається при дефіциті білка в їжі, при злоякісній анемії, гарячці, інтенсивному розпаді білків в організмі, після прийому саліцилатів, при отруєнні фосфором.

Знижений вміст сечовини спостерігається при цирозі печінки, паренхіматозній жовтяниці, нефриті, ацидозі, уремії.

Дослід 3. Проба Фелінга. Якісна реакція на фенілпіровиноградну кислоту.

Принцип методу. Фенілпіровиноградна кислота утворює з іонами трьохвалентного феруму комплексну сполуку, забарвлену у синьо-зелений колір.

Матеріальне забезпечення: сеча хворого на фенілкетонурію, 10 %-ний розчин феруму хлориду, крапельниці, фільтри, піпетки.

Хід роботи. До 2 мл свіжовідфільтрованої сечі наливають 8-10 крапель 10% розчину FeCl3. За наявності у сечі фенілпіровиноградної кислоти через 30-60 сек з’являється синьо-зелене забарвлення, яке зникає поступово протягом 5-30 хв в залежності від концентрації фенілпіровиноградної кислоти в сечі. 

Клініко-діагностичне значення. Вроджена відсутність у дітей в печінці ферменту фенілаланін-4-монооксигенази призводить до блокування окиснення фенілаланіну в тирозин і, відповідно, всіх подальших метаболічних перетворень тирозину. Нагромадження у крові та тканинах фенілаланіну та продуктів його розпаду, в тому числі фенілпіровиноградної кислоти, викликає інтоксикацію організму. Наслідком цього є порушення нормального розвитку мозку і важкі нервові розлади. Діагностичним критерієм цього спадкового захворювання є підвищений вміст фенілаланіну в крові, наявність фенілпіровиноградної кислоти в сечі. В нормі концентрація фенілаланіну в крові дітей в середньому становить: до 1 місяця – 0,133 ммоль/л, від 1 місяця до 1 року – 0,095 ммоль/л, від 1 року до 14 років – 0,115 ммоль/л.
Пробу на фенілпіровиноградну кислоту можна проводити на фільтрувальному папері. Смужку фільтрувального паперу змочують сечею, висушують на повітрі і наносять краплю 10% розчину FeCl3. Позитивна проба дає синьо-зелене забарвлення. Аналогічну пробу можна проводити на сухій або мокрій дитячій пелюшці.

Контроль виконання лабораторної роботи

1. Який вміст сечовини у крові та сечі здорової людини? Яким методом його можна визначити?
2. За допомогою якої реакції можна діагностувати фенілкетонурію?
3. У лікарню привезли дворічну дитину. Після споживання їжі в неї часто виникає блювота. Дитина відстає у масі тіла, фізичному та розумовому розвитку. Волосся темне, але є сиве пасмо. Проба сечі після додавання FeCl3 набула зеленого забарвлення. Результати кількісного аналізу сечі такі: вміст фенілаланіну – 7 ммоль/л за норми 0,01; вміст фенілпірувату – 4,8 ммоль/л за норми 0; вміст феніллактату – 10,3 ммоль/л за норми 0. Про яке порушення метаболізму свідчать отримані дані? Що можна порекомендувати для нормалізації метаболізму стосовно лікувального харчування у цьому випадку?
4. У маленьких дітей хворих на квашіоркор у перші дні після переведення на повноцінну дієту спостерігається втрата ваги. Поясніть причину цього феномену.
Приклади тестів „Крок-1”
1. У хворого сеча має специфічний запах кленового сиропу. Який біохімічний дефект є причиною цього захворювання? 

А. Порушення окиснювального декарбоксилування кетокислот з розгалуженим вуглеводневим ланцюгом

В. Порушення окиснювального декарбоксилування α-кетокислот

C. Порушення декарбоксилування глутамінової кислоти

D. Зниження активності 5-окситриптофандекарбоксилази

E. Зниження активності НАД-дегідрогенази цитрату і декарбоксилази щавелевобурштинової кислоти

2. У дитини спостерігаються порушення функцій центральної нервової системи. Клініко-біохімічними дослідженнями виявлено гіперамоніємію та уремію. Попередній діагноз – спадкова гіперамоніємія, зумовлена порушенням синтезу сечовини. Ензимопатія якого ензиму може спричинити це захворювання?
А. Глутатіонтрансферази
В. Сульфотрансферази
С. Гліцинтрансферази
D. Глюкуронілтрансферази
Е. Орнітинкарбомоїлтрансферази
3. У крові пацієнта віком 50 років спостерігається високий рівень серотоніну, в сечі – різке зростання 5-оксііндолілацетатної кислоти. Порушення метаболізму якої амінокислоти може спричинити такі зміни?
А. Метіоніну

В. Триптофану

С. Глутамату

D. Фенілаланіну

E. Гістидину

4. Оксид азоту при участі складної Са2+-залежної ферментної системи, що називається NО-синтазою, утворюється із амінокислоти:

А. Аргініну

В. Аланіну

С. Аспартату

D. Лізину

E. Лейцину

Індивідуальна самостійна робота студентів

1. Особливості функціонування орнітинового циклу в нормі та при патології.

2. Шляхи метаболізму фенілаланіну; спадкові ензимопатії обміну фенілаланіну.
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Тема № 10. Дослідження проміжних продуктів біосинтезу порфіринів та їх накопичення при порфіріях.
Мета заняття: Проаналізувати методи визначення гемоглобіну, виконати бензидинову пробу і виявити гемінову групу гемоглобіну як пробу на мінімальну кількість крові  в біологічному матеріалі. 
Актуальність теми: Порфірини – органічні сполуки, що беруть участь в основних процесах життєдіяльності: тканинному диханні та фотосинтезі. У вільному стані порфірини майже не зустрічаються, специфічні сполуки порфіринів представлені комплексами, які складаються з білків і металів.

Гемопротеїни – комплекси заліза з порфіринами і білком – є представниками різноманітних сполук, функція яких пов’язана з обміном кисню. Одна з груп гемопротеїнів є дихальними ферментами. До них належать каталаза, пероксидази, цитохроми. Друга група гемопротеїнів, які переносять і депонують кисень, представлена гемоглобіном, міоглобіном. Накопичення їх в організмі вище норми викликає підвищену світлочутливість шкірних покривів.

Конкретні завдання:

· Трактувати використання амінокислот як попередників у біосинтезі гему, глутатіону.

· Знати біохімічні функції гемопорфіринів: гемоглобіну, міоглобіну, цитохромів.

· Обумовити основні етапи синтезу порфіринів на прикладі гему.

· Пояснити процеси розвитку порфірій.

Теоретичні питання

1. Порфірини. Структура порфіринів.
2. Синтез порфіринів, схема ферментативних реакцій синтезу гему.
3. Регуляція синтезу порфіринів.

4. Спадкові порушення обміну порфіринів (ензимопатії).

5. Клінічні прояви порфірій: світлочутливість, неврологічні порушення;

6. Класифікація порфірій – еритропоетична (хвороба Гюнтера), печінкові порфірії, фотодерматити.

Практична робота

Дослід 1. Виявити гемоглобін крові за допомогою бензидинової проби. 

Принцип методу. Для виявлення кров’яного пігменту використовують бензидинову пробу, яка основана на каталітичній властивості похідних гемоглобіну окиснювати бензидин за рахунок кисню пероксиду водню. Продукт окиснення бензидину забарвлений в синій колір, при стоянні переходить у червоний. 

Матеріальне забезпечення: 1 % розчин крові, 1 % розчин бензидину в крижаній ацетатній кислоті, 3 % розчин гідрогену пероксиду, піпетки.

Хід роботи. В пробірку наливають 5 крапель 1 % розчину крові, 5 крапель розчину бензидину, 2-3 краплі гідрогену пероксиду і спостерігають за появою синього забарвлення.

Хімізм даної реакції:
Зробити висновок. Звернути увагу на те, що дана реакція вказує на присутність гемоглобіну.

Клініко-діагностичне значення. Підвищення рівня гемоглобіну спостерігається при висотній гіпоксії, хронічній легеневій недостатності, вроджених вадах серця із зменшеним легеневим кровообігом, великій втраті рідини, при тяжкій харчовій інтоксикації та отруєнні чадним газом.

Гіпохромна анемія може виникати у результаті розладів всмоктування заліза, гострої та хронічної кровотечі.

Гіперхромна анемія спостерігається при недостатньому всмоктуванні ціанкобаламіну та фолієвої кислоти в травному тракті, інвазії широким лентецем, ахілічному гастриті, поліпозі шлунку, стані після резекції шлунка. 

Дослід 2. Напівкількісний метод визначення копропорфіринів (КП) у сечі.

Принцип методу. Копропофірини мають властивість у кислому середовищі в присутності ефіру давати флюоресценцію в потоці УФ-світла. 

Матеріальне забезпечення: пробірки, ефір, ацетатна кислота, хроматоскоп.
Хід роботи. До 5 мл сечі в пробірці з притертим корком добавляють декілька крапель крижаної ацетатної кислоти (до кислої реакції за лакмусовим папірцем), потім приливають 5 мл ефіру і суміш енергійно струшують протягом 3 – 5 хв. Після відстоювання і розділення шарів спостерігають флюоресценцію у верхньому шарі, поміщаючи пробірку в потік УФ-світла. Копропорфірини визначають у балах за такою шкалою:

1 бал – блакитна флюоресценція – нормальний вміст КП;

2 бали – ледь помітна рожева –  слабке збільшення концентрації КП;

3 бали – чітка рожева – середнє збільшення концентрації КП;

4 бали – слабка червона – сильне збільшення концентрації КП;

5 балів – чітка червона флюоресценція – дуже сильне збільшення концентрації КП. 

Клініко-діагностичне значення. Спадкова копропорфірія зумовлена дефіцитом копропорфіриноген-оксидази – мітохондріального ферменту, який каталізує перетворення копропорфіриногену ІІІ у протопорфірин ІХ. У крові накопичується копропорфіриноген ІІІ, який у великих кількостях виділяється з калом і сечею та окиснюється в пігмент червоного кольору – копропорфірин. У таких хворих підвищена світлочутливість шкіри. Введення гематину полегшує симптоми. 

Контроль виконання лабораторної роботи
1. У хворого, який страждає еритропоетичною порфірією, сеча набула рожевого забарвлення. Появою якої речовини в сечі можна пояснити зміну її забарвлення?

А. Гемоглобіну

В. Уропорфірину І

С. Уропорфірину ІІІ

D. Копропорфірину ІІ

Е. Протопорфірину

2. У дитини 8 років, спостерігається еритема шкірних  покривів, підвищена чутливість до сонячного опромінення,  температура тіла підвищена, збільшена селезінка. Сеча  забарвлена в червоно-оранжевий колір за рахунок наявності уропорфірину 18. У хворого відмічається підвищена чутливість шкіри до сонячних променів. При стоянні сеча набуває темно-червоного кольору. Яка найбільш імовірна причина такого стану?

A. Алкаптонурія
B. Гемолітична жовтяниця
C. Альбінізм
D. Пелагра
E. Порфірія
3. Жінка, 43 років, робітниця лако-фарбового підприємства, скаржиться на загальну слабкість, зниження маси тіла, апатію, сонливість. Хронічну свинцеву інтоксикацію підтверджено лабораторно – виявлено гіпохромну анемію. У крові підвищений рівень протопорфірину і знижений рівень δ-амінолевулінової кислоти, що свідчить про порушення синтезу:
A. ДНК
B. Гему
C. РНК
D. Білка
E. Мевалонової кислоти
4. У хворої 45 років, яка страждає еритропоетичною порфірією спостерігається світлочутливість шкіри. Нагромадження  якої сполуки в клітинах шкіри зумовлює її світлочутливість?
5. Хворий 33 років хворіє впродовж 11 років. Періодично звертався до лікаря  із скаргами на гострі болі в животі. Оперований тричі. Діагноз виразка, панкреатит, холецистит. Через 11 років від початку захворювання після чергового приступу болів у животі виявив червону сечу. Яка можлива причина?
6. Яку реакцію використовують для виявлення гемінової групи гемоглобіну?
7. На якому принципі грунтується визначення копропорфіринів?

Приклади тестів „Крок-1”
1. Мати звернулася до лікаря: у дитини 5 років, під дією сонячних променів на шкірі з’являються еритеми, везикулярний висип, дитина скаржиться на свербіж. Дослідження крові виявили зменшення вмісту заліза в сироватці крові, збільшення виділення з сечею уропорфіриногену І. Найбільш імовірною спадковою патологією в дитини є:
A. Копропорфірія
B. Метгемоглобінемія
C. Печінкова порфірія
D. Еритропоетична порфірія 
E. Інтермітуюча порфірія

2. У пацієнта візуально виявлено міхурі та посилену пігментацію шкіри після впливу УФ-променів. Сеча після стояння набуває червоного кольору. Виявлення в сечі якого з перерахованих показників дасть змогу верифікувати хворобу Гюнтера?
A. Ацетону
B. Гемоглобіну
C. Білірубіну
D. Креатиніну
E. Уропорфіриногену І

3. Вагітній жінці було призначено знеболюючі лікарські препарати, що спровокувало прояви у дитини спадкового захворювання – гострої мінливої порфірії, при якій має місце недостатність уропорфіриногенсинтази. Який проміжний продукт синтезу гему екскретується з сечею у таких хворих?

А. Уропорфіриноген ІІІ

В. Порфобіліноген    

С. Копропорфіриноген ІІІ

D. Протопорфірин ІІІ 

Е. Протопорфіриноген ІІІ

Самостійна індивідуальна робота студентів
1. Метаболізм порфіринів.
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Тема № 11. Підсумковий контроль. Модуль 3.

Теоретичні питання
1. Анаеробне окиснення глюкози – гліколіз: ферментативні  реакції гліколізу,  енергетика, регуляція. Гліколітична оксидоредукція, субстратне фосфорилування в гліколізі. 

2. Вклад робіт Ембдена, Мейєргофа, Парнаса у встановлення послідовності ферментативних реакцій гліколізу (молочнокислого бродіння). 

3. Спиртове та інші види бродіння.

4. Біосинтез глюкози – глюконеогенез: фізіологічне значення, ферментативні реакції, регуляторні ферменти. Метаболічний шлях глюконеогенезу: субстрати глюконеогенезу, компартменталізація перетворення пірувату в фосфоенолпіруват. Лактат та аланін як субстрати глюконеогенезу.

5. Глюкозо-лактатний (цикл Корі) та глюкозоаланіновий цикли. 

6. Етапи аеробного окиснення глюкози.

7. Окиснювальне декарбоксилування пірувату, мультиферментний піруватдегідрогеназний комплекс – особливості функціонування за участю трьох ферментів та п’яти коферментів.  

8. Порівняльна характеристика біоенергетики аеробного та анаеробного окиснення глюкози.

9. Човникові механізми окиснення гліколітичного НАДН. Малат-аспартатний шунт транспорту відновлювальних еквівалентів гліколітичного НАДН в мітохондрії в аеробних умовах.

10. Пентозофосфатний шлях (ПФШ) окиснення глюкози; схема, біологічне значення, особливості функціонування в різних тканинах. Послідовність ферментативних реакцій ПФШ, окислювальна стадія та стадія ізомерних перетворень пентозо-, гексозо- та гептозофосфатів. Значення ПФШ як донора НАДФН у відновлювальному синтезі жирних кислот та стероїдів, як постачальника рибозо-5-фосфату для утворення нуклеотидів у синтезі нуклеїнових кислот. 

11. Порушення пентозофосфатного шляху в еритроцитах: ензимопатії глюкозо-6-фосфат-дегідрогенази.

12. Метаболічний шлях та ферментативні реакції перетворення фруктози в організмі людини. 

13. Спадкові ензимопатії пов’язані з генетичними дефектами синтезу ферментів метаболізму фруктози – несприйнятність фруктози, фруктоземія.

14. Метаболічний шлях та ферментативні реакції перетворення галактози в організмі людини. Спадкові ензимопатії пов’язані з генетичними дефектами синтезу ферментів метаболізму галактози – галактоземія.

15. Розщеплення та біосинтез глікогену: ферментативні реакції глікогенезу та глікогенолізу; 

16. Каскадні механізми цАМФ-залежної регуляції активностей глікоген фосфорилази та глікогенсинтази. 

17. Гормональна регуляція обміну глікогену в м'язах та печінці.

18. Генетичні порушення ферментів метаболізму глікогену: глікогенози – аномально високе накопичення глікогену в органах і тканинах, аглікогенози – недостатне запасання глікогену в тканинах.

19. Метаболізм вуглеводних компонентів глікокон'югатів. Біосинтез O- та N-зв’язаних глікопротеїнів; значення глікозилтрансфераз та доліхолфосфату. Біосинтез гліколіпідів на прикладі утворення олігосахаридних фрагментів антигенних детермінант груп крові людини системи АВО. Ферменти катаболізму глікокон’югатів. 

20. Генетичні порушення метаболізму глікокон'югатів (глікозидози): мукополісахаридози – патології сполучної тканини внутрішніх органів, кісток і суглобів. Ревматизм.

21. Гормони – регулятори обміну глюкози (глюкагон, адреналін, глюкокортикоїди, соматотропін, інсулін - ефекти та механізми впливу на рівень глюкоземії).

22. Глюкоземія: нормальний стан та його порушення (гіпер-, гіпоглюкоземія та глюкозурія). 

23. Цукровий діабет; інсулінозалежна та інсулінонезалежна форми; 

24. Клініко-біохімічна характеристика та діагностичні критерії цукрового діабету – глюкозотолерантний тест, подвійне цукрове навантаження.

25. Адипоцити жирової тканини та їх роль в обміні ліпідів і біоенергетичних процесах в організмі.

26. Катаболізм триацилгліцеролів: реакції; механізми регуляції активності тригліцеридліпази. Нейрогуморальна регуляція ліполізу за участю адреналіну, норадреналіну, глюкагону, інсуліну.

27. Біосинтез триацилгліцеролів. Біосинтез фосфогліцеридів. Ферментативні реакції, значення фосфатидної кислоти. Ліпотропні сполуки.

28. Метаболізм сфінголіпідів. Генетичні аномалії обміну сфінголіпідів – сфінголіпідози. “Лізосомальні хвороби”: хвороба Німана-Піка, хвороба Тея-Сакса (гангліозидоз GM2) гангліозидоз GM1, хвороба Гоше (глюкоцереброзидний ліпідоз).

29. Окиснення жирних кислот (β-окиснення): активація жирних кислот, роль карнітину в транспорті жирних кислот в мітохондрії, послідовність ферментативних реакцій. Енергетика β-окиснення жирних кислот. 

30. Механізм окиснення гліцеролу, енергетика цього процесу. 

31. Біосинтез насичених жирних кислот (пальмітату), метаболічні джерела, ферментативні реакції – синтез малоніл-КоА, ацилтранспортуючий білок, джерела НАДФН, необхідного для біосинтезу жирних кислот, Регуляція процесу біосинтезу на рівні ацетил-КоА-карбоксилази та синтетази жирних кислот. Елонгація насичених жирних кислот. Утворення ненасичених жирних кислот.

32. Кетонові тіла. Реакції біосинтезу та утилізації кетонових тіл, їх фізіологічне значення. Метаболізм кетонових тіл за умов патології. Механізми надмірного зростання вмісту кетонових тіл при цукровому діабеті та голодуванні. 

33. Біосинтез холестерину: метаболічні попередники; схема послідовності реакцій. Регуляція синтезу холестерину.

34. Шляхи біотрансформації холестерину: етерифікація; утворення жовчних кислот, стероїдних гормонів, вітаміну D3; екскреція холестерину з організму. Роль цитохрому Р-450 в біотрансформації фізіологічно активних стероїдів.

35. Патології ліпідного обміну. Атеросклероз: механізми розвитку, роль генетичних факторів. Атеросклероз як імунозапальний процес. 

36. Інсулінонезалежний цукровий діабет – захворювання, що супроводжується гіпертригліцеридемією (гіперліпопротеїнемії І типу), стимуляцією ліполізу в жировій тканині, активацією синтезу кетонових тіл, послабленням процесу зворотного транспорту холестерину.

37. Процеси ліпідної пероксидації в нормі та за умов патології. Регуляція вільнорадикальних реакцій в організмі людини.

38. Характеристика антиоксидантів та прооксидантів, їх значення для протікання реакцій пероксидації ліпідів. 

39. Шляхи утворення та підтримання пулу вільних амінокислот в організмі людини. Загальні шляхи перетворення вільних амінокислот.

40. Трансамінування амінокислот: реакції; біохімічне значення; механізми дії амінотрансфераз. 

41. Дезамінування амінокислот. Механізм непрямого дезамінування L-амінокислот. 

42. Декарбоксилування амінокислот: ферменти, фізіологічне значення. Утворення фізіологічно активних сполук – біогенних амінів ((-аміномасляна кислота, гістамін, серотонін, дофамін, норадреналін, адреналін) в тканинах та амінів – ендогенних токсинів (путресцин, кадаверин) в процесі гниття білків у кишечнику. Окиснення біогенних амінів. 

43. Утворення креатину та креатиніну, клініко-біохімічне значення порушень обміну креатину та креатиніну. Глутатіон, його роль в обміні органічних пероксидів.
44. Загальні шляхи метаболізму безазотистого скелета амінокислот в організмі людини. Глюкогенні та кетогенні амінокислоти.

45. Шляхи утворення аміаку. Токсичність аміаку та механізми його знешкодження. Циркуляторний транспорт аміаку (глутамін, аланін).

46. Біосинтез сечовини: ферментні реакції; генетичні дефекти ферментів (ензимопатії) синтезу сечовини. 

47. Спеціалізовані шляхи обміну ациклічних амінокислот. Обмін гліцину та серину; роль тетрагідрофолату (H4-фолату) в перенесення одновуглецевих фрагментів, інгібітори дигідрофолатредуктази як протипухлинні засоби.

48. Обмін сірковмісних амінокислот; реакції метилування. 

49. Особливості обміну амінокислот з розгалуженими ланцюгами; участь коферментних форм вітаміну В12 в метаболізмі амінокислот. 

50. Обмін аргініну; біологічна роль оксиду азоту, NO-синтаза. 

51. Специфічні шляхи метаболізму циклічних амінокислот фенілаланіну та тирозину, послідовність ферментативних реакцій. Спадкові ензимопатії обміну циклічних, ациклічних амінокислот фенілаланіну та тирозину – фенілкетонурія, алкаптонурія, альбінізм. 

52. Обмін триптофану: кінуреніновий та серотоніновий шляхи.

53. Порфірини. Структура порфіринів.

54.  Синтез порфіринів, схема ферментативних реакцій синтезу гему.

55. Регуляція синтезу порфіринів.

56. Спадкові порушення обміну порфіринів (ензимопатії).

57. Клінічні прояви порфірій: світлочутливість, неврологічні порушення; 

58. Класифікація порфірій – еритропоетична (хвороба Гюнтера), печінкові порфірії, фотодерматити.

59. Виявлення глюкози в розчині реакціями Фелінга, Троммера. Написати рівняння. 

60. Визначення глюкози крові глюкозооксидазним методом. Написати рівняння реакцій, що лежать в основі цього методу. Який нормальний вміст глюкози в крові людини?

61. Визначення глюкози в крові методом Хагедорна-Йєнсена. Пояснити принцип.

62. Виявлення глікогену в печінці. Як може бути використаний глікоген печінки? Де ще накопичується в організмі людини глікоген?

63. Визначення кінцевого продукту анаеробного гліколізу – молочної кислоти методом Уффельмана. Принцип методу.

64. Виявлення ацетону (кетонових тіл) в сечі (реакціями  з  ніт​​​ропрусидом натрію та хлоридом заліза). Виявлення кетонових тіл в сечі експрес-методом. Принципи методів. Значення виявлення кетонових тіл в крові та сечі для медицини. 

65. Визначення вмісту піровиноградної кислоти в біологічній рідині колориметричним методом. Пояснити принцип. Як будується калібровочна крива?

66. Вивчення активності ліпази підшлункової залози. Які сполуки в організмі активують ліпазу? Проілюструйте відповідь результатами практичної роботи.

67. Пояснити процес переамінування з використанням глутамінової та піровиноградної кислот. Написати рівняння відповідних реакцій.

68. Пояснити принцип методу визначення активності аланінамінотрансферази та аспартатамінотрансферази. Значення визначення цих ферментів для медицини.

69. Визначення сечовини в сечі кольоровою реакцією з діацетилмонооксимом. Написати реакції утворення сечовини в організмі.

70. Визначення креатиніну в сечі кольоровою реакцією Яффе. За яких умов спостерігається збільшення або зменшення кількості кратиніну в сечі?

71. Якісна реакція на фенілпіровиноградну кислоту (проба Фелінга). Принцип методу. При якому захворюванні фенілпіровиноградна кислота з’вляється в сечі?

Приклади тестового контролю знань „Крок 1”

1. Гліколіз – це анаеробний шлях розпаду глюкози, що відбувається за допомогою низки послідовних реакцій. Вкажіть яку реакцію гліколізу каталізує ензим фосфофруктокіназа?

А. Утворення глюкозо-6-фосфату

D. Утворення діоксиацетонфосфату

В. Утворення фруктозо-1-фосфату

Е. Утворення 1,3-дифосфогліцерату

С. Утворення фруктозо-1,6-дифосфату

2. Вкажіть реакції гліколізу, що протікають із затратою енергії у вигляді АТФ:

A. Альдолазна, фосфофруктокіназна

B. Піруваткіназна, гексокіназна
   
      D. Фосфогліцераткіназна, гексокіназна

C. Гексокіназна, фосфофруктокіназна
E. Піруваткіназна, фосфогліцеро-мутазна

3. Жири є необхідним енергетичним матеріалом для організму. Який основний шлях перетворення жирних кислот у  мітохондріях клітини?

А. Відновлення 

В. Декарбоксилування

С. (-Окиснення

Д. (-Окиснення

Е. (-Окиснення

4. Скарги та об’єктивні дані дозволяють припустити наявність у хворого запального процесу у жовчному міхурі, порушення колоїдних властивостей жовчі, ймовірність утворення жовчних каменів. Що може головним чином спричинити їх утворення?

А. Урати 

В. Оксалати

С. Хлориди

Д. Фосфати

Е. Холестерин

5. У хворого сеча має специфічний запах кленового сиропу. Який біохімічний дефект є причиною цього захворювання? 

А. Порушення окиснювального декарбоксилування кетокислот з розгалуженим вуглеводневим ланцюгом

В. Порушення окиснювального декарбоксилування α-кетокислот

C. Порушення декарбоксилування глутамінової кислоти

D. Зниження активності 5-окситриптофандекарбоксилази

E. Зниження активності НАД-дегідрогенази цитрату і декарбоксилази щавелевобурштинової кислоти

6. До якої з перелічених порфірій можна віднести такі показники: дитячий вік; збільшена селезінка; клініка гемолітичної анемії, виразки, рубці, еритема шкірних покривів, підвищена чутливість до сонячного опромінення, лейкоцитоз; температура. Сеча забарвлена в червоно-оранжевий колір за рахунок наявності уропорфірину І:

А. Уропорфірія (хвороба Гюнтера)

В. Печінкова порфірія 

С. Еритропоетична порфірія 

D. Копропротопорфірія 

Е. Гемоглобінурія

Приклади тестів та ситуаційних задач по засвоєнню практичних навичок
1. З метою встановлення концентрації молочної кислоти в крові користуються методом, принцип якого полягає у:

А. Відновленні солей важких металів у лужному середовищі
В. Визначенні інтенсивності забарвлення сполуки, що утворилася за взаємодії глюкози з ортотолуїдином
С. Дії ферменту глюкозооксидази, яка окиснює глюкозу до глюконової кислоти киснем повітря
D. Відновленні двовалентних іонів міді в одновалентні
Е. Фотометруванні забарвленого комплексу, що утворився в процесі взаємодії з концентрованою сульфатною кислотою та гідрохіноном 

2. При яких патологічних станах кількість молочної кислоти збільшується в крові? 
А. Цукровому діабеті

В. Анемії

С. Інфаркті міокарду

D. Гепатитах

Е. Епілепсії

3. Яка проба використовується на виявлення в сечі ацетоацетату?

А. Проба Герхардта

В. Проба Барфуда

С. Проба Богомолова

Д. Проба Петтенкофера

Е. Проба Гмеліна

4. Яким чином можна оцінити активність ліпази?

А. За здатністю ензима гідролізувати пептидні зв’язки

В. За кількістю утвореної піровиноградної кислоти

С. За утворенням в результаті гідролізу жирних кислот, кількість яких визначають титруванням в присутності фенолфталеїну

Д. За здатністю інгібувати відновлення нітротетразолію синього в присутності НАДН

Е. За здатністю знебарвлювати метиленову синьку при її відновленні альдегідом

5. У лікарню привезли дворічну дитину. Після споживання їжі в неї часто виникає блювота. Дитина відстає у масі тіла, фізичному та розумовому розвитку. Волосся темне, але є сиве пасмо. Проба сечі після додавання FeCl3 набула зеленого забарвлення. Результати кількісного аналізу сечі такі: вміст фенілаланіну – 7 ммоль/л за норми 0,01; вміст фенілпірувату – 4,8 ммоль/л за норми 0; вміст феніллактату – 10,3 ммоль/л за норми 0. Про яке порушення метаболізму свідчать отримані дані? Що можна порекомендувати для нормалізації метаболізму стосовно лікувального харчування у цьому випадку?

6. У хворого, який страждає еритропоетичною порфірією, сеча набула рожевого забарвлення. Появою якої речовини в сечі можна пояснити зміну її забарвлення?

А. Гемоглобіну

В. Уропорфірину І

С. Уропорфірину ІІІ

D. Копропорфірину ІІ

Е. Протопорфірину
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