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Занятие № 1      
1.  Тема: « Введение в биохимический практикум.  Физико-химические методы в биохимии: колориметрия, центрифугирование, флюориметрия, пламенная фотометрия. Построение калибровочного графика для определения белка биуретовым методом».
2. Форма организации занятия: лабораторное занятие.
3. Значение темы: показать студентам значение биохимических исследований для диагностики заболеваний и контроля состояния пациентов.  Знания, полученные на данном занятии, будут применяться в будущей практической деятельности, навыки работы на колориметре – для выполнения лабораторных работ в курсе биохимии.

4. Цели обучения:

       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
      - учебная:
         знать: правила техники безопасности в химической лаборатории, центрифугирование, принцип метода и область применения фотометрии, значение в фармации флюорометрии и пламенной фотометрии;
         уметь: пользоваться мерной посудой, строить калибровочный график для определения белка биуретовым методом; 
        владеть: приемами работы на фотоэлектроколориметре (КФК) и центрифуге.
5. План изучения темы:
5.1. Контроль исходного уровня знаний


1. Принцип работы колориметра.

2. Принцип работы центрифуги.

3. Понятие о калибровочном графике.

5.2. Основные понятия и положения темы
Объект биохимических исследований


Для клинико-биохимических анализов используют:


1) биологические жидкости внутренних  сред организма - плазму или сыворотку  крови, спинно-мозговую жидкость, лимфу,  амниотическую, внутрисуставную или внутриглазную жидкости.


2) биологические  выделения (экстракты) -  мочу, желчь, слюну, желудочный и кишечный соки, кал, пот, слезную жидкость, женское молоко и молозиво, семенную жидкость, слизистые выделения.

 
 Пробу биологической жидкости берут утром натощак. Чаще  всего исследуется  утренняя моча, но  для некоторых анализов (например, гормонов) используется суточная моча.


Капиллярную кровь у взрослых получают из пальца, у детей - можно из мочки уха, большого пальца ноги или пятки.


Большое количество крови   берут  из  локтевой  вены (у маленьких детей - из подкожных вен головы). 

 
Из цельной крови с добавлением антикоагулянта (гепарина или цитрата натрия) центрифугирова​нием можно получить плазму и форменные элементы крови. Сыворотка крови отличается от плазмы тем,  что в ней  отсутствует фибриноген и другие белки крови, участвующие в ее свертывании и вошедшие в сгусток. 


Для получения сыворотки кровь собирают  в сухую пробирку без антикоагулянта и оставляют в холодильнике для образования и отделения сгустка.


В сыворотке, плазме, эритроцитах определяют вещества, неравно​мерно распределенные между эритроцитами и жидкой средой крови. На​пример, Na, K, фосфаты, билирубин и т.д.


Если анализ невозможно провести сразу, то объекты биохимических исследований можно хранить в  холодильнике.   Срок  хранения, в зависимо​сти от вида определяемого вещества, может быть от нескольких часов до нескольких суток.

Выражение результатов биохимических исследований

Выбранная для исследования методика должна отличаться точностью, специфичностью и воспроизводимостью результатов.

 
Удобнее применять методики, использующие готовые наборы реак​тивов заводского изготовления. Если это невозможно, следует обращать вни​мание на чистоту используемых реактивов,  ибо использование реактивов  неизвестной степени очистки  может  внести ошибку в проводимые исследо​вания.

  
Воспроизводимость метода  зависит от случайных погрешностей при проведении осаждения, центрифугирования, пипетирования, а также от ста​бильности полученного продукта.


Для поддержания на высоком уровне воспроизводимости исследований удобно использовать контрольные сыворотки промышленного производства.   

 
В биохимии и клинической химии используются  основные и про​изводные единицы СИ. Концентрацию веществ, молекулярная масса которых известна (например, концентрацию глюкозы, мочевины, мочевой кислоты в биологических жидкостях), выражают в единицах молярной концентрации моль/литр или в дольных единицах - миллимоль/литр, микромоль/литр.


Концентрацию веществ, у которых не установлена или точно не известна молекулярная масса, выражают в единицах массовой концентрации (или в массовых долях) -  кг/л, г/л, мг/л,  мкг/л и т.д. В этих же единицах вы​ражаются результаты определения содержания белков (альбумин, фибрино​ген, общий белок, гаптоглобин, общих липидов.).

                   Физико-химические методы в биохимии



                   Центрифугирование


Центрифугирование - метод разделения неоднородных систем, в том числе суспензий, в поле  центробежных сил. В основе метода лежит следующий принцип: более крупные и более  плотные частицы осаж​даются быстрее и собираются на дне пробирки. Рабочая часть центрифуги – ротор, в который помещают пробирки с исследуемой жидкостью. Центрифужные пробирки перед центрифугированием уравновешивают и в роторе ставят друг против друга.


В лабораторной практике центрифугирование чаще всего применяют для:


1) отделения форменных элементов от плазмы крови;


2) разделения субклеточных частиц;


3) осаждения денатурированных белков.


В клинической биохимии наиболее часто используют центрифуги общего назначения, которые способны давать максимальную скорость до 6000 об/мин. Для получения субклеточных частиц используют скоростные и ультрацентрифуги. Ультрацентрифуги дают предельную скорость до  80 000 об/мин и центробежное ускорение до 500 000 g. Они снабжены холодильни​ком и вакуумной установкой.

Фотометрия


Ф о т о м е т р и я - метод  количественного анализа,  основанный  на измерении интенсивности поглощения или рассеяния веще​ством светового потока.


Светопоглощение или  э к с т и н к ц и я  прямо пропорционально концентрации поглощающего вещества, толщине слоя раствора и   коэффициенту молярной экстинкции. Коэффициент молярной экстинкции – величина поглощения, которую дает 1 моль вещества в 1 мл раствора при толщине слоя измеряемого раствора равной 1 см.   


Экстинкция прямо пропорциональна интенсивности окраски раствора, которая может быть изначальной (то есть определяемое вещество обусловливает цвет раствора), либо приобретенной в процессе химической реакции.


Концентрацию определяемого вещества можно рассчитать двумя способами:


1) используя экстинкцию стандартного раствора с известной концентрацией определяемого вещества. Для этого составляют пропорцию:



  
Е ст.
соответствует  С ст.



Е оп.
       -"-              С оп.




              С ст. х Е оп.



откуда  С оп.=                       ;





  
       Е ст.



где  Е ст. - экстинкция стандартного раствора;



       Е оп. - экстинкция  исследуемого раствора;



       С ст. - концентрация стандартного раствора;



       С ОП. - концентрация определяемого вещества.

2) Концентрация исследуемого вещества определяется с помощью калибровочного  графика. Для построения калибровочного графика изме​ряют экстинкции нескольких растворов с  известной концентрацией опреде​ляемого вещества.








  
                        




 




Фотометрические приборы делятся на две большие группы: фото​электроколориметры и спектрофотометры.


В фотоэлектроколориметрах нужные спектральные диапазоны вы​деляют при помощи светофильтров (красного, зеленого, синего, фиолетового и  т.д.). В спектрофотометрах участки спектра выделяют  при помощи призм или дифракционных решеток, поэтому  можно установить любую  длину волны в заданном диапазоне. Обычно спектрофотометры - это приборы более высокого класса, чем фотометры - в них можно выделить более узкий участок (более монохроматический) спектра, следовательно, точность  измерения будет выше. Однако, все зависит от конкретной конструкции прибора.


Чаще всего в клинической биохимии фотометрия проводится в области 400-700 нм – это, так называемая,  видимая область спектра. Свет с большей длиной волны относится к ближней инфракрасной области, измерения в которой приходится делать чрезвычайно редко. Свет с длиной волны короче 400 нм относится к ультрафиолетовому диапазону, причем, различают  ближнюю область с  длиной  волны 300-400 нм и коротковолновый диапазон 220-300 нм.


Для фотометрических измерений в видимой и ближней инфракрасной областях применяются кюветы из обычного стекла. Для ближней ульт​рафиолетовой области нужны кюветы из специальных сортов стекла - увио​левые; в коротковолновой ультрафиолетовой  области пригодны только кюветы из кварца или сапфира (высокой стоимости).


Последовательность операций при работе на спектрофотометрах или фотометрах различных конструкций несколько различаются, но имеется общий принцип. Сначала устанавливают нужную длину волны, выбирая светофильтр на фотометре  или вращая соответствующую рукоятку на спектрофотометре. Следующий этап - выведение нуля. Для этого в кюветодержатель устанавливают кювету с контрольным раствором (растворитель или раствор, полученный в результате холостого опыта, то есть без проведения химической реакции). Изменяя  интенсивность светового потока, выводят показания прибора на величину шкалы, предусмотренную инструкцией (чаще всего - нуль). После этого устанавливают опытную или стандартную пробу и по шкале прибора проводят отсчет оптической плотности.


В биохимических  лабораториях наиболее широко применяются фотоэлектроколориметры КФК-2, КМФЦ-2, БИАН-120 и  др.; спектрофотометры СФ-16, СФ-26 и их современные модификации.

                    

                    Флюорометрия


Эффект флюоресценции проявляется в свечении исследуемого объекта  под  влиянием облучения светом с более короткой длиной волны.


Физический  эффект  флюоресценции заключается в том,  что моле​кула исследуемого  вещества поглощает квант света возбуждения (тот свет, которым облучается объект) и при этом переходит в новое, с большей энергией состояние. Через некоторый микропромежуток времени (он настолько мал, что им можно пренебречь) молекула исследуемого вещества излучает избыточную энергию в виде кванта света флюоресценции, что улавливается соответствующим прибором флюориметром. 

 . Аналитические методы, использующие флюоресценцию, основаны на предположении, что при освещении светом одинаковой интенсивности сила света флюоресценции пропорциональна содержанию исследуемого вещества. Однако такая пропорциональность соблюдается только в относительно узком диапазоне  концентраций,  поэтому  при исследовании нужно всегда с особой тщательностью проверять линейность калибровочного графика.  


В биохимических лабораториях  часто  используются флюориметры  типа  ЭФ-3М, БИАР-130 и др.



      Пламенная фотометрия


Соли металлов, попадая
в пламя, способны окрашивать его. Это происходит потому, что при высокой температуре пламени молекулы  рас​падаются на отдельные ионы, электроны которых непрерывно переходят из  одного квантового состояния в другое, что сопряжено с испусканием или поглощением кванта света.


Метод, в котором измеряется окраска пламени, т.е. излучение, возни​кающее в результате перехода атомов из энергетически более высокого со​стояние в более низкое, называется пламенной фотометрией. Между интенсивностью окраски пламени и концентрацией измеряемого вещества имеется прямая зависимость. 


В биохимическом практикуме этим методом определяются вещества (например, К и Na), способные интенсивно  излучать свет, попадая в сравни​тельно низкотемпературное пламя (например, в пламя бытового газа).
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

1. Правила техники безопасности в биохимической лаборатории.

2. Значение биохимических анализов.

3. Оборудование биохимической лаборатории.

4. Мерная посуда и работа с ней.

5. Требования к анализируемому биологическому материалу.

6. Физико-химические методы в биохимии:



- колориметрия;



- центрифугирование;



- флюориметрия;



- пламенная фотометрия.

7. Способы оценки полученных результатов при фотоэлектроколориметрии:



- формула расчета;



- калибровочный график.

5.3.2. Лабораторная работа

  Определение белка биуретовым методом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 1 см.

	
	
	 . 


	Реактивы: 
	1.
	 Биуретовый реактив.

	
	2.
	 Стандартный раствор белка (70 г/л).

	
	3.
	 Физиологический раствор.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. Белки в щелочной среде образуют с сернокислой медью соединения сине-фиолетового цвета (биуретовая реакция). Интенсивность окраски пропорциональна концентрации.

Ход работы. В три пробирки внести реактивы согласно схеме:

	   Реактивы (мл)
	Опытная
проба
	Стандартная проба
	Контрольная проба

	Сыворотка
	            0,1
	             -
	            -

	Стандартный раствор белка (70 г/л)
	              -
	         0,1
	            -

	Физиологический раствор
	             -
	           -
	           0,1

	Биуретовый реактив
	           2,5
	         2,5
	           2,5


    Пробы хорошо перемешать, оставить на 15 мин при комнатной температуре. Колориметрировать опытную и стандартную пробы при зеленом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против контроля. 

Концентрацию белка рассчитать  по формуле:

             Х = ЕОП* ССТ/ ЕСТ , где  

Х – концентрация белка в опытной пробе;

ЕОП – оптическая плотность опытной пробы;

ЕСТ -  оптическая плотность стандартной пробы;

ССТ – концентрация стандартного раствора белка.

Концентрацию белка можно определить по калибровочному графику.

Построение калибровочного графика

 Для построения калибровочного графика берут три  белковых раствора с известной концентрацией белка в каждом из них. Эти образцы можно  приготовить путем разведения исходного стандартного раствора белка концентрацией 70 г/л. Затем с каждым образцом проводят биуретовую реакцию как описано выше. Оптическую плотность этих растворов определяют на КФК. По результатам строят график зависимости оптической плотности от концентрации белка.

 5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы

1. Что такое колориметрия?


2. Назовите способы установки соответствия между интенсивностью окраски раствора и концентрацией.


3. Принцип биуретовой реакции.


4. Принцип построения калибровочного графика для определения белка биуретовым методом.


5. Сравните концентрацию белка, полученную по калибровочному графику и рассчитанную по формуле.


6. В каких случаях используется калибровочный график? Его преимущество перед расчетом по формуле.


7. Как добиться линейности при построении калибровочного графика?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №2)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой (НИРС не предусмотрена).

Занятие № 2       
1. Тема «Химия аминокислот, пептидов и белков. Реакция Вельтмана».

2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: Знания, полученные на данном занятии, являются основой для изучения  таких разделов биохимии как ферменты, обмен аминокислот и белков, биохимия регуляций. Они будут необходимы при обучении на других кафедрах.
4. Цели обучения:
       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
      - учебная:

знать: определение, классификацию, физико-химические свойства аминокислот; строение, свойства и функции белков.

         уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
владеть: методикой проведения пробы Вельтмана.         
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:


1.  БЕЛОК - ЭТО ПОЛИМЕР, В СОСТАВ КОТОРОГО ВХОДЯТ:
1) жирные кислоты и глицерин

2) моносахариды
3) >50 аминокислот
4)<50 аминокислот
5) нуклеотиды

2. ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА - ЭТО:
1)последовательность аминокислот
2)регулярная укладка полипептидной цепи в пространстве
3)упаковка полипептидной цепи в пространстве

3. ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА - ЭТО:
1)объединение нескольких третичных структур
2)объединение нескольких молекул жира
3)объединение нескольких молекул гликогена

4. ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ:
1) водородными связями
2) пептидными связями
3) дисульфидными связями
4) ионными связями
5) гидрофобными связями

5. ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ:
1) водородными связями
2) пептидными связями
3) дисульфидными связями
4) ионными связями
5) гидрофобными связями
    6. БЕЛКИ - ЭТО ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТЫ БЛАГОДАРЯ:
1) диссоциации радикалов аминокислот
2) распаду белков на аминокислоты
3) диссоциации углеводного компонента

7. ГЛОБУЛЯРНЫЕ БЕЛКИ:
1) хорошо растворяются в воде
2) не растворяются в воде
3) растворяются в органических растворителях
   8. АЦИДОЗ (ЗАКИСЛЕНИЕ СРЕДЫ) ПРИВОДИТ К:
1) разрушению всех структур белка, кроме первичной
2) ассоциации субъединиц белковой молекулы
3)
ничего не изменяет
   9. ВЫСОКИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ:
1)вызывают денатурацию белков
2) делают белки более активными
3) ничего не изменяют в белке
10. ПРИ ВЫСАЛИВАНИИ БЕЛКИ:
1) не теряют своих свойств
2) теряют свои нативные свойства
3) распадаются на аминокислоты
11. АЛКАЛОЗ (ЗАЩЕЛАЧИВАНИЕ СРЕДЫ) ПРИВОДИТ К:
1) разрушению всех структур белка, кроме первичной
2) ассоциации субъединиц белковой молекулы
3)
 ничего не изменяет
5.2. Основные понятия и положения темы

Аминокислоты – это производные карбоновых кислот, у которых один или несколько атомов водорода замещены на аминогруппу. Аминокислоты, входящие в состав белков, называются белковыми. Все белковые аминокислоты являются α-аминокислотами и относятся к L-оптически активному ряду. По виду радикала делятся на аминокислоты с гидрофильным радикалом и аминокислоты с гидрофобным радикалом. Аминокислоты с гидрофильным радикалом в свою очередь делятся на аминокислоты с полярным, но незаряженным радикалом, аминокислоты с отрицательно заряженным радикалом и аминокислоты с положительно заряженным радикалом. Аминокислоты являются гетерофункциональными соединениями. Для них характерны свойства карбоновых кислот и аминов. Пептиды являются полимерами, состоящими из аминокислот, соединенных пептидными связями. Пептиды, содержащие свыше 50 аминокислот, называются белками. Белки имеют первичную, вторичную, третичную и четвертичную структуры. Белки обладают свойствами: растворимостью, способностью осаждаться из раствора, двигаться в электрическом поле и т.д. 
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:


1. Аминокислоты. Классификация аминокислот.


2. Физико-химические свойства аминокислот.


3. Пептиды. Классификация.


4. Структуры белков. Химические связи в белках.


5. Классификация белков по составу и виду молекулы.


6. Свойства белков.

5.3.2. Лабораторная работа

1. Проба Вельтмана.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Спиртовка.

	
	4.
	Держатель для пробирки. 

	
	
	 . 


	Реактивы: 
	1.
	 0,5% раствор СаСl2.

	
	2.
	 Дистиллированная вода.

	
	3.
	 Сыворотка крови.

	
	 
	 


Принцип метода. Реакция основана на том, что белки сыворотки крови в результате нагревания и действия хлористого кальция определенной концентрации выпадают в виде хлопьев (происходит нарушение коллоидной устойчивости).

Ход работы. К 0,1 мл сыворотки добавляют 4,9 мл воды, перемешивают и прибавляют 0,1 мл 0,5% CaCl2. Встряхивают и нагревают пробирку над пламенем до однократного вскипания смеси. Пробирку охлаждают и смотрят на свет. Если хлопьев нет, то в эту же пробирку добавляют еще 0,1 мл CaCl2 и вновь кипятят. Процедуру повторяют, пока не выпадут хлопья. Результаты оценивают, подсчитывая общее количество, пошедшего на реакцию, CaCl2.

                                Диагностическое значение.

 
В норме коагуляция наступает при добавлении 0,4-0,5 мл CaCl2. При патологических процессах происходит нарушение соотношения белковых фракций крови, что приводит к изменению коллоидной устойчивости. При повреждениях печени, гемолизе и хронических воспалительных процессах коагуляция наступает при добавлении меньшего количества CaCl2, что обусловлено повышенным содержанием (-глобулинов. При острых воспалительных и экссудативных процессах, сахарном диабете, повреждении почек, злокачественных опухолях коагуляция наблюдается при добавлении большего количества СаСl2. Причина – увеличение содержания (- и (-глобулинов.

2.Осаждение белков кипячением

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл, 1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Спиртовка.

	
	4.
	Держатель для пробирки.

	
	
	 . 


	Реактивы: 
	1.
	 Раствор белка.

	
	2.
	 1% раствор уксусной кислоты.

	
	3.
	 Насыщенный раствор NaСl.

	
	4.
	 10% раствор NaOH.


В  5 пробирок внести  реактивы согласно схеме:

	№ пробирок
	   1 
	  2
	   3
	   4
	  5
	Наблюдения

(результат)
	     Вывод

	Отмерить , мл
	
	
	
	
	
	
	

	Раствор белка
	1,0
	 1,0
	 1,0
	 1,0
	 1,0
	
	

	СН3СООН
	  -
	 0,1
	 1,0
	 1,0
	   -
	
	

	NaCl  насышенный
	  -
	  -
	 0,4
	   -
	   -
	
	

	10%  NaOH
	  -
	  -
	  -
	   -
	 0,4
	
	


 Все пробирки нагреть на спиртовке до кипения и записать, в каких пробирках выпадает осадок. Сопоставить результаты и сделать выводы. Объяснить, почему осадок появился не во всех пробирках.

 5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Как правильно работать со спиртовкой?

2. Как правильно нагревать пробирки в пламени спиртовки?

3. Что такое белки?

4. От чего зависит устойчивость растворов белка?

5. Что понимают под растворимостью белка?

6. Что такое рJ белка?

7. Как изменяется растворимость  белка в рJ?

8, Как  изменяется растворимость белка при сдвиге влево или вправо от рJ?

9. Что значит кислый, основной и нейтральный белок?

10. Что такое денатурация белков? Какие факторы ее вызывают?

11. Чем денатурация отличается от гидролиза белков?

12. Что такое высаливание белков?

13. Чем высаливание отличается от денатурации?

14. Что такое электрофорез?

15. На какие фракции можно разделить белки плазмы крови с помощью электрофореза?

16. Какой принцип лежит в основе реакции Вельтмана?

17. От чего зависит коллоидная устойчивость белков?

18. При каких патологических состояниях коагуляция наступает при добавлении меньшего количества хлорида кальция?

19. При каких патологических состояниях коагуляция наступает при добавлении большего количества хлорида кальция?

20. При добавлении какого количества хлорида кальция коагуляция наступает в норме?

5.4.2. Ситуационные задачи

1. Каплю раствора, содержащего смесь аминокислот гли, ала, глу, лиз, арг, гис нанесли на середину электрофоретической бумаги, смочили  буфером рН 6,0 и приложили электрическое напряжение. Укажите, в каком направлении (к катоду, аноду или останутся на старте) будут двигаться отдельные аминокислоты.

2. Трипептид, выделенный из токсина змей, состоит из трех незаменимых аминокислот – серусодержащей, гетероциклической и гидроксилсодержащей. Напишите этот трипептид и определите его изоэлектрическую точку.

3. По данным количественного аминокислотного анализа в сывороточном альбумине содержится 0,58% триптофана, молекулярная масса которого равна 204. Рассчитайте минимальную молекулярную массу альбумина.

4. Для правильного обращения с белковыми лекарственными препаратами к ним прикладывают инструкцию, в которой указывают условия их хранения и использования. Что должно быть написано в такой инструкции и почему?

5. Чем объяснить возможное снижение растворимости белков при отщеплении от них пептидов (как в случае с фибриногеном)?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №3)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 

7.1. Написать реферат по одному из разделов темы 
7.2. Подготовить иллюстративный материал (таблица, схема) по одному из разделов темы.

     Темы для рефератов

- Денатурация и ренатурация белков in vitro и in vivo. Факторы, вызывающие денатурацию белков. Окисление белковых молекул при действии свободных радикалов.

- Белки теплового шока (БТШ). Конститутивные и индуцибельные БТШ. Функции БТШ в физиологических условиях (транспорт полипептидов через клеточные мембраны, регуляция функциональной активности клеточных белков (на примере рецепторов стеродных гормонов), реализация стресс-ответа клетки).

- Шаперонная функция БТШ. Механизмы ренатурации белков при действии БТШ. «Расплавленная глобула» как переходное состояние при де- и ренатурации белков.

Занятие № 3       
1. Тема «Общие свойства ферментов. Условия действия биологических катализаторов, зависимость активности ферментов от температуры».
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: данная тема является основой всей биохимии, так как в организме человека практически все реакции катализируются ферментами. Многие заболевания являются результатом изменения активности ферментов или их полного отсутствия. Кроме того, используемые лекарства действуют путем влияния на активность ферментов. Поэтому знание данной темы является непременным условием успешного обучения не только по биохимии, но и по другим дисциплинам в дальнейшем.

4. Цели обучения:

       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
      - учебная:

знать: строение, отличие ферментов от неорганических катализаторов; механизм действия ферментов; зависимость активности ферментов от температуры, рН, концентрации субстрата и фермента; методы измерения активности.

.         уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
    владеть: методическими приемами для изучения свойств ферментов.         
5. План изучения темы:

4.1. Контроль исходного уровня знаний.

4.1.1. Тесты:

1.
 КАТАЛИЗАТОР - ЭТО ВЕЩЕСТВО:
1) ускоряющее химическую реакцию
2) замедляющее химическую реакцию
3)
 выводящее химическую реакцию из под контроля
2.
 НЕОРГАНИЧЕСКИЕ КАТАЛИЗАТОРЫ ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ:
1) атомы водорода
2) оксиды металлов
3) металлы (Ni, Рt)
         4) НCl
3.
 БЕЛОК - ЭТО ПОЛИМЕР, В СОСТАВ КОТОРОГО ВХОДЯТ:
1) жирные кислоты и глицерин
2) моносахариды
3) >50 аминокислот

4) <50 аминокислот

5) нуклеотиды
4.
 ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА - ЭТО:
1) последовательность аминокислот
2) регулярная укладка полипептидной цепи в пространстве
3) упаковка полипептидной цепи в пространстве
5.
 ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА - ЭТО:
1) объединение нескольких третичных структур

2) объединение нескольких молекул жира
3) объединение нескольких молекул гликогена
6.
 ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ:
1) водородными связями
2)  пептидными связями
3) дисульфидными связями
4) ионными связями
5) гидрофобными связями
7.
ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ:
1) водородными связями
2)  пептидными связями
3) дисульфидными связями
4) ионными связями
5) гидрофобными связями
8. БЕЛКИ - ЭТО ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТЫ БЛАГОДАРЯ:
1) диссоциации радикалов аминокислот
2) распаду белков на аминокислоты
3) диссоциации углеводного компонента
9.
 ГЛОБУЛЯРНЫЕ БЕЛКИ:
1) хорошо растворяются в воде
2) не растворяются в воде
3) растворяются в органических растворителях
10. АЦИДОЗ ПРИВОДИТ К:
1) разрушению всех структур белка, кроме первичной
2) ассоциации субъединиц белковой молекулы
3) ничего не изменяет
5.2. Основные понятия и положения темы

Ферменты – это биологические катализаторы белковой природы. 

   Простые ферменты состоят только из аминокислот, а сложные – из двух частей: белковой (апофермент) и небелковой (кофактор). 

   
Если кофактор прочно связан с апоферментом, он называется простетической группой, если непрочно – коферментом. 


В отличие от неорганических катализаторов, ферменты:

- действуют в мягких условиях (tо=37оС, рН 7,4, давление 1атм);

- специфичны, т.е. катализируют определенные реакции. При абсолютной специфичности действуют на один субстрат (S), или группу родственных субстратов, а при относительной специфичности действуют на определенный тип связи. Специфичность фермента обусловлена его конформацией: 

- обладают высокой эффективностью;

- регулируются, то есть при определенных условиях работают с соответствующими данной ситуации скоростями. 


Участок фермента, в котором происходит специфическое связывание субстрата и его превращение в продукт, называется активным центром.
   
У простых ферментов активный центр состоит из аминокислот. У сложных ферментов, кроме аминокислот, в состав активного центра входит кофактор.

   
По теории Фишера субстрат подходит к ферменту, как ключ к замку, то есть между конформацией активного центра и конформацией субстрата существует абсолютное  пространственное соответствие. 

   
Согласно теории Кошланда, активный центр фермента формируется окончательно при взаимодействии его с субстратом, то есть субстрат меняет активный центр в соответствии своей форме в момент контакта с ферментом. 





Механизм действия ферментов

   
Скорость химической реакции определяется энергией активации (Еакт): чем меньше энергия активации, тем легче (скорее) протекает реакция. 

   
В присутствии фермента (Е) реакция (S      Р) делится на несколько стадий. 

            

1                2

        S+E                 ES             E+P


   
Вначале фермент (Е) взаимодействует с субстратом (S) с образованием фермент-субстратного комплекса (ЕS). Энергия этой стадии невелика, и комплекс образуется быстро. 

    
На второй стадии происходит образование продукта (Р). Поскольку энергия ES-комплекса уже достаточно высока, то Еакт2 второй стадии будет опять невелика и переходное состояние ES достигается быстро. 

   
Этот механизм обеспечивается следующими факторами:



- сближение и ориентация реакционного центра субстрата под каталитическую группу фермента;



- напряжение и деформация как субстрата, так и фермента, приводящее к увеличению энергии фермент-субстратного комплекса, что создает невыгодность его существования;



- кислотно-основной или ковалентный катализ.





       Свойства ферментов


Белковая природа ферментов определяет уникальные свойства этих катализаторов: 


Активность ферментов зависит от температуры. При низких температурах активность ферментов низкая из-за небольшой скорости движения молекул, при этом вероятность встречи фермента с субстратом мала. При повышении температуры активность фермента возрастает. Однако, большинство ферментов при tо=38 и более градусов денатурируют, поэтому активность снижается. Максимальная активность для многих ферментов проявляется при                  tо  =37 – 38 оС.


Активность ферментов зависит от рН среды. Для каждого фермента существует такая область рН (оптимум), в которой он проявляет максимальную активность. В этой зоне рН конформация фермента максимально соответствует субстрату. При снижении или увеличении рН от оптимума разрушаются связи, построенные на кислотно-основных взаимодействиях (водородные, ионные). Это приводит к изменению конформации фермента, а следовательно, и активного центра. В результате активность фермента снижается. Таким образом, ацидоз и алкалоз вызывают снижение активности ферментов и поэтому, опасны для жизни. Для большинства ферментов оптимум рН находится при рН 7,4.

 Скорость ферментативной реакции            зависит от концентрации субстрата.              При низких концентрациях субстрата вероятность столкновения с молекулой фермента мала и образование продукта будет происходить очень медленно. С увеличением концентрации субстрата вероятность столкновения возрастает, скорость реакции увеличивается. Когда все активные центры молекул фермента заполняются субстратом, скорость реакции становится постоянной (максимальной). Концентрация субстрата, при которой достигается максимальная скорость, называется насыщающей. Концентрация субстрата, при которой скорость реакции равна половине максимальной, называется константой Михаэлиса (Км). Км характеризует сродство фермента к субстрату, то есть способность фермента связывать субстрат. Чем меньше Км, тем выше сродство. 

Зависимость скорости реакции от концентрации фермента. 

       

        v





E

Определение активности фермента

   
Активность ферментов определяют:


- по скорости убывания субстрата;


- по скорости образования продукта.

   
За единицу любого фермента принимают такое его количество, которое катализирует превращение 1 мкмоль вещества в 1 минуту. 







    мкмоль


Удельная активность  =   -----------------------







мин х мг белка

   
Изоферменты - это разновидности ферментов, катализирующие одну реакцию, но отличающиеся по своему составу и физико-химическим свойствам. 

   
Изоферменты имеются у ферментов, имеющих четвертичную структуру. Изоферменты различаются по кинетическим параметрам (Vмакс и Км), тканевой локализации, электрофоретической подвижности, чувствительности к регуляторам и т.д.

   
В зависимости от возраста, физиологического состояния и других причин, в организме устанавливается определенное соотношение изоферментов, которому соответствует определенный уровень активности фермента в целом. Изменение их соотношения в отдельных тканях или органах является одним из способов регуляции метаболических процессов в организме. 

   
Определение в сыворотке крови активности определенных изоферментов используется для диагностики.  
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

         1. Что такое ферменты?


2. Сложные и простые ферменты.  


3. Коферменты и простетические группы. 


5. Активный центр ферментов. Строение активного центра простых и сложных ферментов.


6. Специфичность ферментов? Чем обусловлена специфичность ферментов?


7. Зависимость скорости  ферментативной реакции  от температуры,  рН, концентрации фермента и субстрата.


8. Механизм действия ферментов.


9. Классификация ферментов.
5.3.2. Лабораторная работа

1. Зависимость активности ферментов и неорганических катализаторов от температуры.

Сравнивают условия действия фермента амилазы и неорганического катализатора НСl. Амилаза гидролизует крахмал до декстринов и мальтозы. Декстрины с йодом дают окраску от сине-фиолетовой до желто-бурой (в зависимости от глубины расщепления). Мальтоза с йодом окраски не дает. НСl при кипячении гидролизует крахмал до мальтозы.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная коническая пробирка.

	
	3.
	Пипетки на 1 мл и 2 мл,  глазная пипетка.

	
	4.
	Термостат.

	
	5.
	Водяная баня. 


  Реактивы:         1. 1% раствор крахмала.

                            2. Раствор Люголя

                            3. Дистиллированная вода.

                            4. 10% раствор НСl
Ход работы. Получение ферментного препарата амилазы слюны: ополаскивают рот водой, затем набирают 10-20 мл дистиллированной воды, выдерживают во рту 2-3 мин и полученный раствор амилазы сливают в стакан.

В 3 пробирки наливают по 2 мл 1% раствора крахмала, в первую добавляют 1 мл амилазы, во вторую и третью – по 1 мл 10% НСl. Первую и вторую помещают в термостат при 37ОС на 10 мин, третью – в хорошо кипящую баню. Через 10 мин все пробирки вынимают и охлаждают холодной водой. Добавляют в них по 6 капель раствора Люголя, сравнивают окраску и делают выводы.

2. Зависимость активности амилазы от температуры.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная коническая пробирка.

	
	3.
	Пипетки на 1 мл и 2 мл,  глазная пипетка.

	
	4.
	Термостат.

	
	5.
	Водяная баня. 


  Реактивы:         1. 1% раствор крахмала.

                            2. Раствор Люголя

                            3. Дистиллированная вода.

                            4. 10% раствор НСl
                            5.  0,1 Н раствор Н2SO4.

Ход работы. В 4 пронумерованные пробирки наливают по  0,5 мл амилазы. Пробирку №1 ставят в лед, №2 – в термостат при 370С, №3 – оставляют при комнатной температуре, №4 – в кипящую водяную баню. Через 5 минут, когда содержимое пробирок примет нужную температуру, в пробирку №1 добавляют 2 мл 1% раствора крахмала, охлажденного до температуры тающего льда, во 2-ю, 3-ю и 4-ю  пробирки добавляют по 2 мл крахмала комнатной температуры. Во все пробирки сразу же добавляют по 2 капли раствора Люголя.  1-ю, 2-ю и 3-ю пробирки помещают в те же условия, 4-ю пробирку оставляют при комнатной температуре.  После исчезновения окраски в пробирке №2 в каждую пробирку добавляют по 1 мл 0,1Н серной кислоты для прекращения действия фермента. Активность амилазы оценивают по конечной окраске содержимого пробирок. Чем выше активность фермента, тем слабее окраска. По полученным результатам построить график зависимости активности амилазы от температуры.
5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы

1. Какую реакцию катализирует амилаза слюны?


2. Назовите субстраты амилазы?


3. Расскажите о строении субстратов амилазы.


4. Назовите продукты амилазной реакции. 


5. Объясните результаты 1-го опыта.


6. С помощью  какой качественной реакции можно обнаружить крахмал?


7. Какой специфичностью обладает амилаза слюны?


8. Обладают ли специфичностью неорганические катализаторы?


9. Объясните результаты 2-го опыта.


10. Что такое денатурация?


11. Подвергаются ли денатурации ферменты? (да, нет; почему?)


12. Для чего необходима инкубация фермента с субстратом?


13. Как можно измерить активность амилазы?


14. Какова зависимость скорости амилазной реакции от концентрации крахмала?


15. К какому классу ферментов относится амилаза слюны?


16. Назовите другие классы ферментов.

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Сравните специфичность воздействия двух групп пептидаз – пищеварительного тракта и свертывающей системы крови. В каком случае специфичность выше?

2. Почему фермент трипсин способен инактивировать другие фер​менты?
3. Раствор, содержащий высокомолекулярные вещества различной природы (полисахариды, белки, нуклеиновые кислоты), проявляет ка​талитическую активность по отношению к какой-либо определенной ре​акции. Природа катализатора неизвестна, установлено, что он обла​дает следующими свойствами:




а) снижает энергию активации;




б) ускоряет прямую и обратную реакции;




в) обладает высокой специфичностью;




г) ускоряет момент движения равновесия, не сдвигая его;




д) прекращает каталитическое действие после добавления в раствор вещества, разрушающего пептидные связи. 

      Какие из свойств служат прямым доказательством белковой природы катализатора?

4.  Зерна в свежесобранных початках кукурузы сладкие из-за боль​шого содержания в них глюкозы. Чем дальше от момента сбора, тем менее сладкими становятся зерна в связи с превращением глюкозы в крахмал. Для сохранения сладкого вкуса початки сразу же после сбо​ра помещают на несколько минут в кипящую воду и затем охлаждают. Как объяснить смысл такой обработки?

5. Чем можно объяснить, что АТФ и цАМФ не конкурируют между собой за центры связывания в протеинкиназе так, что с регуляторными субъединицами связывается только цАМФ, а с каталитическими – только АТФ?

5.4.3. Тесты 

1. ФЕРМЕНТЫ – ЭТО 
1) катализаторы  

2) витамины

3) регуляторы 

4) рецепторы  
2. ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ ФЕРМЕНТЫ – ЭТО

1) белки

2) углеводы

3) липиды

4) металлы 
3. ФЕРМЕНТЫ И НЕОРГАНИЧЕСКИЕ КАТАЛИЗАТОРЫ:

а) не изменяются в процессе реакции;

б) не катализируют термодинамически невозможные реакции;

в) не сдвигают положение равновесия обратимых реакций;

г) снижают энергию активации;

д) обладают специфичностью.
Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, в, г


2) б, в, г, д


3) а, в, г, д


4) а, б, г, д 
4. ФЕРМЕНТЫ ОТЛИЧАЮТСЯ ОТ НЕОРГАНИЧЕСКИХ КАТАЛИЗАТОРОВ ТЕМ, ЧТО:

1)  действуют в мягких условиях 

2)  специфичны

3)  регулируются

4)  снижают энергию активации

5.  ФЕРМЕНТЫ, КАТАЛИЗИРУЮЩИЕ ОДНУ И ТУ ЖЕ РЕАКЦИЮ, НО ОТЛИЧАЮЩИЕСЯ ПО СОСТАВУ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИМ СВОЙСТВАМ, НАЗЫВАЮТСЯ:

1)  изоферментами 

2)  сопряженными ферментами

3)  конкурирующими ферментами
4) лимитирующими ферментами
6. ПРОСТОЙ ФЕРМЕНТ СОСТОИТ ИЗ:

1)  аминокислот

2)  аминокислот и ионов металлов

3)  аминокислот и витаминов
4) аминокислот и липидов
7. ФЕРМЕНТЫ ОТЛИЧАЮТСЯ ОТ НЕОРГАНИЧЕСКИХ КАТАЛИЗАТОРОВ ТЕМ, ЧТО:

а) действуют в мягких условиях 

б) специфичны

в) регулируются

г) снижают энергию активации
Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, в


2) б, в, г


3) а, в, г


4) а, в, г
8.  ФЕРМЕНТЫ, КАТАЛИЗИРУЮЩИЕ ОДНУ И ТУ ЖЕ РЕАКЦИЮ, НО ОТЛИЧАЮЩИЕСЯ ПО СОСТАВУ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИМ СВОЙСТВАМ, НАЗЫВАЮТСЯ

1)  изоферментами 

2)  сопряженными ферментами

3)  конкурирующими ферментами

4) лимитирующими ферментами

9. ТОКСИЧЕСКОЕ ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА ФЕРМЕНТЫ И ДРУГИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ БЕЛКИ ОБУСЛОВЛЕНО:
а) денатурацией белка
б) инактивацией ферментов
в) гидролизом белка
г) разрушением первичной структуры белка

д) образованием нарастворимых комплексных соединений мекжду белками и тяжелыми металлами

Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, д


2) а, б, в


3) б, в, г


4) в, г, д


5) а, г, д
10. СЛОЖНЫЙ ФЕРМЕНТ СОСТОИТ ИЗ

1) аминокислот

2) аминокислот и кофактора

3) глюкозы и ионов металлов

4) нуклеотидов

11. У ПРОСТЫХ ФЕРМЕНТОВ В СОСТАВ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ВХОДЯТ

1) нуклеиновые кислоты

2) ионы металлов

3) аминокислоты

4) углеводы

12. У СЛОЖНЫХ ФЕРМЕНТОВ  ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ПРЕДСТАВЛЕН 

1) только аминокислотами

2) аминокислотами и кофактором

3) аминокислотами и углеводами

4) фосфолипидами

13.  КОНСТАНТА МИХАЭЛИСА  (КМ)  ХАРАКТЕРИЗУЕТ

1) сродство фермента к субстрату

2) эффективность активатора

3) эффективность ингибитора

     4) сродство фермента к продукту

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №4)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 

7.3. Написать реферат по одному из разделов темы 
7.4. Подготовить иллюстративный материал (таблица, схема) по одному из разделов темы.

     Темы для рефератов

- Механизм действия ферментов.
- Свойства ферментов, обусловленных белковой природой.

- Изоферменты. Значение в диагностике.
Занятие № 4       
1. Тема «Регуляция активности ферментов»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: в организме человека все процессы  идут с определенными скоростями, соответствующими потребностям организма. Такая адаптация к изменяющимся условиям среды происходит путем регуляции активности ключевых ферментов. Поломка этих механизмов приводит к нарушению обмена веществ, а значит к болезни. Большинство лекарств чаще всего действуют как регуляторы активности ферментов. Поэтому будущему специалисту необходимо знать механизмы изменения активности ферментов для того, чтобы разработать и изготовить необходимое лекарство для лечения болезни. 

4. Цели обучения:

       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
      - учебная:
        знать: механизмы изменения активности ферментов; регуляцию ферментативных цепей; значение ферментов в медицине и фармации.

       уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
       владеть: методическими приемами для изучения влияния активаторов и ингибиторов на активность амилазы.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ФЕРМЕНТЫ – ЭТО 
1) катализаторы; 

2) витамины;

3) регуляторы; 

4) рецепторы. 
2. ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ ФЕРМЕНТЫ – ЭТО

1) белки;

2) углеводы;

3) липиды;

4) металлы. 
6. ФЕРМЕНТЫ И НЕОРГАНИЧЕСКИЕ КАТАЛИЗАТОРЫ:

а) не изменяются в процессе реакции;

б) не катализируют термодинамически невозможные реакции;

в) не сдвигают положение равновесия обратимых реакций;

г) снижают энергию активации;

д) обладают специфичностью.
Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, в, г


2) б, в, г, д


3) а, в, г, д


4) а, б, г, д
7. ФЕРМЕНТЫ ОТЛИЧАЮТСЯ ОТ НЕОРГАНИЧЕСКИХ КАТАЛИЗАТОРОВ ТЕМ, ЧТО:

а) действуют в мягких условиях; 

б) специфичны;

в) регулируются;

г) снижают энергию активации.
Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, в


2) б, в, г


3) а, в, г


4) а, в, г
8. ФЕРМЕНТЫ, КАТАЛИЗИРУЮЩИЕ ОДНУ И ТУ ЖЕ РЕАКЦИЮ, НО ОТЛИЧАЮЩИЕСЯ ПО СОСТАВУ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИМ СВОЙСТВАМ, НАЗЫВАЮТСЯ

1)  изоферментами; 

2)  сопряженными ферментами;

3)  конкурирующими ферментами;

4) лимитирующими ферментами.

9. ТОКСИЧЕСКОЕ ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА ФЕРМЕНТЫ И ДРУГИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ БЕЛКИ ОБУСЛОВЛЕНО:
а) денатурацией белка;

б) инактивацией ферментов;

в) гидролизом белка;

г) разрушением первичной структуры белка;

д) образованием нарастворимых комплексных соединений мекжду белками и тяжелыми металлами.
Выберите одну правильную комбинацию ответов


1) а, б, д


2) а, б, в


3) б, в, г


4) в, г, д


5) а, г, д
10. СЛОЖНЫЙ ФЕРМЕНТ СОСТОИТ ИЗ

1) аминокислот;

2) аминокислот и кофактора;

3) глюкозы и ионов металлов;

4) нуклеотидов.

11. У ПРОСТЫХ ФЕРМЕНТОВ В СОСТАВ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ВХОДЯТ

1) нуклеиновые кислоты;

2) ионы металлов;

3) аминокислоты;

4) углеводы.

12. У СЛОЖНЫХ ФЕРМЕНТОВ  ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ПРЕДСТАВЛЕН 

1) только аминокислотами;

2) аминокислотами и кофактором;

3) аминокислотами и углеводами;

4) фосфолипидами.

13. КОНСТАНТА МИХАЭЛИСА  (КМ)  ХАРАКТЕРИЗУЕТ

1) сродство фермента к субстрату;

2) эффективность активатора;

3) эффективность ингибитора;

4) сродство фермента к продукту.

5.2. Основные понятия и положения темы


Вещества, изменяющие активность ферментов, называются эффекторами. Эффекторы, снижающие активность ферментов, называются ингибиторами, повышающие активность – активаторами. 

   
Все эффекторы вызывают изменение конформации фермента, в результате изменяется сродство фермента к субстрату. 




Механизмы изменения активности ферментов


Аллостерический. Регулятор действует на аллостерический центр. 
Аллостерический центр – это участок фермента, пространственно не совпадающий с активным центром. Присоединение регулятора к аллостерическому центру приводит к изменению конформации фермента, а, следовательно, и активного центра. Сродство фермента к субстрату при этом изменяется. Аллостерические регуляторы вызывают активацию или ингибирование фермента. Аллостерическими регуляторами являются метаболиты, макроэрги, коферменты, катионы металлов, цАМФ, субстраты.  


Химическая модификация. Заключается в изменении химической структуры фермента путем присоединения или отщепления  каких-либо химических групп в любом месте фермента. Химическое изменение фермента вызывает изменение конформации, а, следовательно, активности. Химическая модификация может осуществляться путем:
- фосфорилирования - дефосфорилирования;

- метилирования - деметилирования;
- аденилирования – деаденилирования.
   Частным случаем химической модификации является ограниченный протеолиз. Ограниченный протеолиз – это процесс отщепления какой-либо части фермента в виде олиго- или полипептида. В результате формируется активный центр. Активность фермента при этом возрастает.


Взаимодействие "белок-белок". Этот механизм регуляции не является самостоятельным и характерен только для ферментов с четвертичной структурой, то есть состоящих из субъединиц. Диссоциация или ассоциация этих субъединиц приводит к изменению конформации активного центра. Для одних ферментов ассоциация приводит в активации фермента, а диссоциация – к ингибированию, для других наоборот. 




Ингибирование 

ферментов бывает обратимым и необратимым.


Необратимые ингибиторы прочно связываются с ферментами, при этом связываются или разрушаются функциональные группы, необходимые для проявления каталитической активности. 

   
Необратимые ингибиторы не имеют физиологического значения и являются ферментными ядами.    


Обратимые ингибиторы действуют недолго. Комплекс "фермент-ингибитор" непрочен и быстро диссоциирует, активность фермента при этом восстанавливается. 

   
Обратимые ингибиторы делятся на конкурентные и неконкурентные.

   
Конкурентный ингибитор похож на субстрат по структуре и форме, поэтому может конкурировать с ним за место в активном центре. Степень ингибирования зависит от концентрации субстрата и ингибитора.  

   
Чем больше концентрация ингибитора, тем сильнее ингибирование.

   
Неконкурентные ингибиторы структурно не похожи на субстрат, поэтому действуют вне активного центра путем аллостерического механизма или путем химической модификации.



Регуляция ферментативных цепей


Регуляция в ферментативных цепях направлена на ключевые ферменты, которые катализируют, как правило, необратимые реакции. К ключевым ферментам относятся:


а) фермент, стоящий в начале цепи;


б) лимитирующий фермент (имеет наименьшую скорость в цепи);


в) ферменты, стоящие на развилке цепи. 



Классификация ферментов


Оксидоредуктазы – катализируют окислительно-восстановительные реакции.


Трансферазы – катализируют реакции переноса химических групп.


Гидролазы – катализируют расщепление связей с присоединением воды по месту разрыва.


Лиазы – катализируют расщепление связей без помощи воды с образованием или расщеплением двойных связей.


Изомеразы – катализируют изомерные превращения.


Лигазы (синтетазы) – катализируют реакции синтеза с затратой АТФ.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

1. Понятие об активаторах и ингибиторах.    

2. Механизмы изменения активности ферментов.
3. Обратимое и необратимое ингибирование ферментов. Сравнительная характеристика.
4. Аллостерическая регуляция и ковалентная модификация ферментов.
5. Регуляция ферментативных цепей.
6. Номенклатура и классификация ферментов. 

7. Значение ферментов в медицине и фармации. 

8. Изменение активности ферментов в процессе развития.
5.3.2. Лабораторная работа

1. Влияние ионов на активность амилазы слюны.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная коническая пробирка.

	
	3.
	Пипетки на 1 мл,  глазная пипетка.

	
	4.
	Термостат.

	
	 
	 


  Реактивы:         1. 1% раствор крахмала.

                            2. Раствор Люголя

                            3. Дистиллированная вода.

                            4. Фосфатно-цитратный буфер с рН: 5,0; 5,4; 6,8; 8,0; 10,0.

                            5. Амилаза слюны. 

Ход работы. В 4 пробирки наливают по 1 мл 1% раствора крахмала, затем в пробирку №1 – 1 мл дистиллированной воды, в №2 – 1мл 1% раствора хлористого натрия, в №3 – 1мл 1% раствора ацетата свинца, в №4 – 1мл раствора сернокислой меди. Во все пробирки добавляют по 1 мл раствора амилазы слюны и оставляют их на 10 мин при комнатной температуре. Затем в каждую пробирку добавляют по 2 капли раствора Люголя и делают выводы о влиянии добавленных ионов на активность амилазы.

2. Определение оптимального значения рН для каталитической активности амилазы слюны.

Ход работы. В 5 пронумерованных пробирок влить по 1 мл фосфатно-цитратного буфера со значением рН 5,0; 5,4; 6,8; 8,0; 10,0. Во все пробирки добавляют по 1 мл 1% р-ра крахмала и по 1 мл р-ра амилазы. Затем во все пробирки добавляют по 3 капли р-ра Люголя, встряхивают их и помещают в термостат при 370С до исчезновения окраски в пробирке №3. Сравнивают окраску во всех пяти пробирках и делают вывод о зависимости активности амилазы от рН среды.
5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы

1. Объясните результаты 1-го опыта.


2. К каким регуляторам (обратимым или необратимым) относятся ацетат свинца и сульфат меди? Почему?


3. Предложите механизм действия ионов хлора на активность амилазы.


4.Может ли продукт реакции регулировать активность фермента? Какое биологическое значение это может иметь?


5. В ряде случаев субстрат способен активировать фермент. В чем биологический смысл этого явления?


6. Может ли субстрат усилить синтез фермента?


7. В чем сходство и различие аллостерического регулирования и химической модификации?


8. В чем сходство и различие между химической модификацией и ограни​ченным протеолизом?


9. Имеет ли физиологическое значение необратимое ингибирование активности ферментов? (Да, нет; почему)


10. Объясните результаты 2-го опыта.


11. Почему сдвиг рН в любую сторону от оптимума снижает активность фермента?


12. Почему ацидоз и алкалоз опасен для жизни?


13. Почему отравления солями тяжелых металлов лечат введением в пищеварительный тракт сырых яиц или молока?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Определите класс ферментов, катализирующих следующие реакции:
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2. Перечислите известные вам типы регуляции активности фермен​тов и подберите к каждому типу соответствующую схему на рисунке:
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где S – субстрат, Э – эффектор, Р – донор фосфата, П – фрагмент полипептидной цепи.

3. Почему не рекомендуется применять ингибиторы пептидаз при пониженной свертываемости крови?

4. Один из методов лечения при отравлении метанолом состоит в том, что больному назначают этанол  либо внутрь, либо внутривенно в количествах, которые у здорового человека вызывают интоксикацию. Объясните, почему такое лечение оказывается эффективным.

5. При инкубации раствора гексокиназы в течение 12 минут при 450С фермент теряет 50% активности, но если гексокиназа инкубируется при 450С в присутствии субстрата глюкозы, то она утрачивает только 3% активности. Объясните, почему тепловая инактивация фер​мента замедляется в присутствии одного из субстратов?

5.4.3. Тесты 

1. КОНКУРЕНТНЫЙ ИНГИБИТОР

1) похож по строению на субстрат; 

2) по строению не похож на субстрат;

3) по строению похож на продукт;

4) по строению похож на кофактор.

2. АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ ИНГИБИТОРЫ

1) действуют обратимо;

2) действуют необратимо;

3) присоединяются к активному центру;

4) конкурируют с субстратом.

3. ХАРАКТЕРНОЙ ОСОБЕННОСТЬЮ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ ЯВЛЯЕТСЯ ТО, ЧТО

1) ингибиторы действуют на них необратимо;

2) регуляторы связываются со специальным центром;

3) регуляторы присоединяются к активному центру;

4) действие регуляторов зависит от концентрации субстрата. 

4. ОГРАНИЧЕННЫЙ ПРОТЕОЛИЗ - ЭТО АКТИВАЦИЯ ФЕРМЕНТА ЗА СЧЕТ

1) отщепления от него олиго- или полипептида;                                      

2) присоединения к нему олиго- или полипептида; 

3) присоединение олиго- или полипептида к аллостерическому центру фермента;

4) отщепление олиго- или полипептида от аллостерического центра фермента.

5. АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЙ РЕГУЛЯТОР ВЫЗЫВАЕТ

1) изменение конформации фермента;           

2) изменение химической структуры фермента ;

3) отщепление полипептида от фермента;

4) присоединение полипептида к ферменту.   

6. ИНДИКАТОРНЫМИ ФЕРМЕНТАМИ ИНФАРКТА МИОКАРДА ЯВЛЯЮТСЯ

а) ЛДГ1
б) аспартатаминотрансфераза

в) альдолаза

г) глутаматдегидрогеназа

д) креатининфосфокиназа – МВ 

Выберите одну правильную комбинацию ответов

1) а, в, г 

2) б, в, г 

3) а, б, д

4) в, г, д 

5) а, г, д 

7. ПРИ ХИМИЧЕСКОЙ МОДИФИКАЦИИ ЭФФЕКТОР ПРИСОЕДИНЯЕТСЯ К ФЕРМЕНТУ

1) ионной связью;

2) ковалентной связью;

3) вородной связью;

4) металлической связью.

8. В ОТЛИЧИЕ ОТ КОВАЛЕНТНОЙ МОДИФИКАЦИИ ПРИ ОГРАНИЧЕННОМ ПРОТЕОЛИЗЕ 

1) происходит только активация; 

2) процесс является обратимым;

3) к молекуле присоединяется пептидный фрагмент;

4) наблюдается диссоциация субъединиц молекулы.

9. АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЙ ФЕРМЕНТ ОБЛАДАЕТ СЛЕДУЮЩИМИ СВОЙСТВАМИ

а)  это часто олигомерный белок

б) у него есть аллостерический центр

в) субстрат может быть для него аллостерическим эффектором

г) конечный продукт метаболического пути может быть для него аллостерическим эффектором

д) присоединение аллостерического эффектора изменяет конформацию фермента

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, б, д

2) а, б, в, г, д 

3) б, в, г, д

4) в, г, д 

10. ПРИ АЛЛОСТЕРИЧЕСКОМ ИНГИБИРОВАНИИ ФЕРМЕНТОВ 

а) уменьшается скорость превращения субстрата в продукт

б) изменяется конформация фермента

в) эффектор присоединяется в активном центре

г) нарушается пространственное соответствие активного центра субстрату

д) эффектор присоединяется в аллостерическом центре

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, б, д

2) а, б, в, г, д 

3) б, в, г, д

4) в, г, д 

5) а, б, г, д

11.  В ОСНОВЕ ЭНЗИМОДИАГНОСТИКИ ЛЕЖАТ СЛЕДУЮЩИЕ ОСОБЕННОСТИ СОСТАВА И РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ФЕРМЕНТОВ В ОРГАНИЗМЕ ЧЕЛОВЕКА

а) состав ферментов у взрослого человека в основном постоянен

б) состав ферментов у взрослого человека может меняться при болезнях

в) более специфичным для тканей является соотношение разных ферментов и изоферментов

г) метаболические пути в разных тканях похожи, и есть лишь несколько тканеспецифических ферментов 

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, б, г

2) а, б, в 

3) б, в, г

4) а, б, в, г 

5) а, в, г

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №5)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

7.2. Подготовить доклады по теме 
- Аллостерические ферменты;
- Химическая модификация. Значение.

- Значение ферментов в фармации.

Занятие № 5
1. Тема  «Значение ферментов в медицине и фармации. Контроль по теме «Ферменты»      
2. Форма организации учебного процесса:  лабораторное занятие

3. Значение темы:  В организме человека почти все реакции катализируются ферментами. Нарушение активности ферментов часто является причиной болезни. Поэтому знания о ферментах необходимы будущим провизорам для создания необходимых лекарств.

4. Цели обучения:

- общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями 
ПК-1, ПК-48.
- учебная:
         знать: ферменты, строение, значение; механизм действия и регуляции активности ферментов; значение ферментов в медицине и фармации.

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
  владеть: методическими приемами определения активности ферментов.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль уровня знаний.

5.1. 1. Контрольные вопросы:


- Что такое ферменты?


- В чем сходство ферментов и неорганических катализаторов? 


- Чем различаются ферменты и неорганические катализаторы? 


- Чем сложный фермент отличается от простого фермента? 


- Что такое кофактор фермента? Химическое строение кофактора. 


- Чем коферменты отличаются от простетических групп? Приведите     примеры.


- Дайте понятие об активном центре фермента. Строение активного     центра простых и сложных ферментов. 


- Что такое специфичность ферментов? Какие виды специфичности     ферментов Вы знаете? Чем обусловлена специфичность ферментов?  


- Сформулируйте теории Фишера и Кошланда. Что они объясняют? 


-  Какова зависимость активности фермента от температуры?


-  Как активность фермента зависит от рН среды?


-  Дайте понятие об энергии активации. Как ферменты влияют на нее?


- Назовите факторы, влияющие на снижение энергии активации    ферментативной реакции.


- Какова зависимость скорости ферментативной реакции от концент​рации субстрата?


- Что такое максимальная скорость ферментативной реакции?


- Что такое константа Михаэлиса? Что она характеризует?


- Какова зависимость скорости ферментативной реакции от концент​рации фермента?


- Как измерить активность фермента? В каких единицах выражается активность фермента?


- Дайте понятие об изоферментах.


- Назовите основные отличия изоферментов друг от друга.


-  Какое значение имеют изоферменты в медицине?


- Дайте понятие об активаторах и ингибиторах ферментов.


- Дайте сравнительную характеристику обратимого и необратимого ингибирования.


- Приведите примеры необратимых ингибиторов. Имеют ли они физиологическое значение?


- Что такое конкурентное ингибирование?


- Дайте понятие о неконкурентных ингибиторах и механизме их действия.


- Приведите примеры конкурентных ингибиторов.


-Что такое аллостерический центр фермента. Механизм аллостерического изменения активности фермента.


- Какие вещества могут выступать в роли аллостерических  регуляторов?


- Дайте понятие о химической модификации. Приведите примеры. 


- Что такое ограниченный протеолиз? Чем он отличается от химической модификации?


- Расскажите об изменении активности ферментов путем взаимодей​ствия "белок-белок".


- Дайте понятие о ключевых ферментах. Как они регулируются?


- Какова роль обратных связей в регуляции ферментативных цепей?


- По какому принципу классифицируются ферменты? Дайте характе​ристику каждому классу.


- Что такое энзимопатии? Виды энзимопатий. 


- Назовите основные направления использования ферментов в меди​цине. Дайте им характеристику.


- Как в медицине используются конкурентные ингибиторы?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №6)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии

7.1. Подготовить доклады по теме «Значение ферментов в медицине и фармации».
Темы рефератов:

· - кинетическая характеристика аллостерических и неаллостерических ферментов;

- изоферменты, биологическое и медицинское значение;

- методы получения ферментных препаратов;

- применение ферментов в медицине и фармацевтической промышленности.
Занятие № 6       
1. Тема «Введение в биоэнергетику. Этапы катаболизма. Цикл Кребса. Изучение свойств окислительно-восстановительных ферментов в биологическом материале»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: данная тема является основой для понимания обмена веществ, причин возникновения гипоэнергетических состояний и патологий, являющихся следствием нарушения энергообеспеченности органов и тканей.

4. Цели обучения:

  - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1 и профессиональными компетенциями ПК-1.
- учебная:
         знать: понятие о катаболизме и анаболизме; этапы расщепления веществ и освобождения энергии; цикл Кребса;

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
  владеть: методическими приемами для определения оксидоредуктаз.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ОКИСЛЕНИЕ - ЭТО:
1)
отдача электронов;

2)
присоединение электронов;

3)
присоединение водорода.

2. В ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЯХ УЧАСТВУЮТ ФЕРМЕНТЫ:
1) I класса;

2)
 II класса;
3)
 III класса.

3. НА ПЕРВОМ ЭТАПЕ КАТАБОЛИЗМА ПРОИСХОДИТ:
1)
переваривание полимеров пищи;

2)
превращение пирувата в ацетил-КоА;
3)
образование С02 и Н20.

4. КОФЕРМЕНТ ФАД В СВОЕМ СОСТАВЕ ИМЕЕТ:
1)
витамин РР;
2)
витамин В2;
3)
пантотеновую кислоту.

5. К КЛЮЧЕВЫМ ФЕРМЕНТАМ ОТНОСЯТСЯ ФЕРМЕНТЫ,
1) стоящие в начале цепи;

2) стоящие на развилке метаболических путей;

3) работающие с самой медленной скоростью;

4) стоящие в конце пути.

6. ТРЕТИЙ ЭТАП КАТАБОЛИЗМА ПРОТЕКАЕТ:
1) в ЖКТ;

2)
в цитозоле клетки
3)
в митохондриях.

7. ВЫБЕРИТЕ СОЕДИНЕНИЯ, УЧАСТВУЮЩИЕ В ПЕРЕНОСЕ ЭЛЕКТРОНОВ В СОСТАВЕ ВОДОРОДА В ДЫХАТЕЛЬНУЮ ЦЕПЬ:
1) ФМНН2;

2)
 НАДН;
3)
 ФАДН2;

4) QH2.

8. ФЕРМЕНТЫ И МЕТАБОЛИТЫ ЦИКЛА КРЕБСА РАСПОЛАГАЮТСЯ В
1) лизосомах клеток;

2) цитозоле клеток;
3) матриксе митохондрий;
4) внутренней мембране митохондрий.

9. КАЖДОЙ ЦИФРЕ ПОДБЕРИТЕ БУКВУ:
1)
 первый этап катаболизма
1. в митохондриях
2)
 второй этап катаболизма
2. в цитозоле клетки
3)
 третий этап катаболизма
3. в ЖКТ и лизосомах

10. ВЫБЕРИТЕ ПРОДУКТЫ, ПОЛУЧАЮЩИЕСЯ В РЕЗУЛЬТАТЕ РАБОТЫ ЦИКЛА КРЕБСА:
1) углекислый газ;
2)
 вода;
3)
 ФАДН2;
4)
 НАДН;
5) цитрат.

5.2. Основные понятия и положения темы
Окисление - это отщепление от вещества электронов; восстановление - это присоединение электронов.

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

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

    
                           Этапы  катаболизма  

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

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

3-этап. Является общим для разных классов веществ. На этом этапе пируват в процессе окислительного  декарбок​силирования превра​щается в ацетил-КоА.  Ацетил-КоА, оксалоацетат и 2-оксоглутарат распа​даются в цикле Кребса до СО2 и Н2,,   который   окисляется в дыхательной цепи до воды, при этом выделяется энергия в виде тепла и АТФ.  Все реак​ции этого этапа локализованы в митохондриях.

   
Таким образом, конечными продуктами расщепления веществ являются СО2 и Н2О, а  так же АТФ и  тепло.

    

Окислительное декарбоксилирование пирувата

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

Продукты реакции и их дальнейшие превращения: 

            СО2.    В основном выделяется с выдыхаемым воздухом, 

                       а также  используется на карбок​силирование субстратов. 

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

            НАДН. Окисляется в дыхательной цепи. 

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

                                              Цикл Кребса 

            (цикл  трикарбоновых кислот, цикл лимонной ки​слоты) 

1. Ход реакций смотрите в учебнике Е.С. Северина  «Биологическая химия», М., ГЭОТАР-МЕД, 2005.      

2. Итоговое уравнение цикла Кребса: 

Ацетил-КоА + 3НАД+ + ФАД + 2Н2О + АДФ + Н3РО4          2СО2 + 3НАДН + ФАДН2 + АТФ
Таким образом,  ацетил-КоА распадается в цикле Кребса до СО2 и Н2 , который присоединяется к кофакторам де​гидрогеназ. В ходе цикла Кребса образуется сукцинил-КоА, который богат энергией. Гидролиз этого вещества со​пряжен с реакцией фосфорилирования АДФ, при этом образу​ется АТФ. Синтез АТФ за счет энергии, накопленной в субстрате, на​зывается субстратным фосфорилированием.

               Конечные продукты цикла Кребса и пути их использования:  

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

- НАДН  и  ФАДН2  окисляются в дыхательной цепи.

 
- АТФ используется на различные виды работы: 

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

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

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

          4) электрическая работа (генерация биотоков);

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

                              Регуляция цикла Кребса:

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

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

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

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

 
Цикл Кребса активируется под влиянием катехоламинов, глюкагона и йодтиронинов.

                              Значение цикла Кребса:

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

- анаболическое или биосинтетическое Промежуточные метаболиты цикла Кребса используются на синтез дру​гих соединений. Например, из оксалоацетата, 2-оксоглутарата и сукцината образуются аминокислоты; из окса​лоацетата - глюкоза и другие углеводы; сукцинил-КоА используется на синтез гема;

- регуляторное. Метаболиты - цитрат и АТФ являются регуляторами других процессов. Они активируют син​тез жирных кислот и ингиби​руют гликолиз.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

      - что понимают под терминами: анаболизм, катаболизм, метаболизм, биологическое окисление?    

      - отличия биологического окисления от окисления в неживой природе;
      - этапы катаболизма;
      - окислительное декарбоксилирование пировиноградной кислоты; 

      - цикл Кребса: ход реакций, ферменты и витамины цикла, конечные продукты;


      - значение цикла Кребса, его регуляция.
5.3.2. Лабораторная работа

       Обнаружение альдегидоксидазы в молоке.

           Оборудование:   1. глазные пипетки;

                                        2. штатив с пробирками;

                                        3. термостат.

           Реактивы:            1. 0,4% раствор формальдегида;

                                        2. метиленовая синь;

                                        3. растительное масло;

                                        4. молоко.

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

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

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Что такое дегидрогеназы?

2. Чем дегидрогеназы отличаются от оксидаз?

3. Приведите примеры известных вам дегидрогеназ и оксидаз.

4. Зачем в первом опыте использовали метиленовую синь и растительное масло?
5. С помощью какой биохимической реакции можно доказать свежесть молока?

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

7. Почему происходит обесцвечивание метиленовой сини?

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

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

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

4. Напишите в формулах  превращение цитрата в сукцинат. Назовите продукты этого превращения и их дальнейшую судьбу.

5. Что будет с циклом Кребса, если прекратится отток из него восстановленных эквивалентов (НАДН)? Ответ поясните.

5.4.3. Тесты 

1. АНАБОЛИЗМ – ЭТО

1) синтез макроэргов;

2) синтез сложных молекул из простых;

3) распад биополимеров до мономеров;

4) окисление глюкозы до пирувата;

5) окисление жирных кислот до ацетил-КоА.

2. ФЕРМЕНТЫ, УЧАСТВУЮЩИЕ В ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССАХ, ОТНОСЯТСЯ К КЛАССУ

1) трансфераз;

2) лиаз;

3) оксидоредуктаз.

3. СПЕЦИФИЧЕСКИМ  ЭТАПОМ КАТАБОЛИЗМА ЯВЛЯЕТСЯ:

1) первый этап; 

2) второй этап;

3) третий этап.

4.  КАТАБОЛИЗМ – ЭТО

1) расщепление веществ с образованием энергии;

2) синтез веществ с использованием энергии.

5.  НА ПЕРВОМ ЭТАПЕ КАТАБОЛИЗМА ПРОИСХОДИТ

1) расщепление полимеров до мономеров;

2) окисление пирувата;

3) окисление глицерина.

6.  ПОСЛЕДНИМ ЭТАПОМ КАТАБОЛИЗМА ЯВЛЯЕТСЯ

1) окисление глюкозы;

2) окисление жирных кислот;

3) окисление глицерина;

4) переаминирование аланина;

5) окисление пирувата и цикл Кребса.

7.  ПЕРВЫЙ ЭТАП  КАТАБОЛИЗМА ЛОКАЛИЗОВАН В

1) митохондриях;

2) микросомах;

3) лизосомах;

4) цитозоле;


 

5) ЖКТ, лизосомах.

8.  НАИБОЛЬШУЮ ЭНЕРГИЮ ДЛЯ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ КЛЕТКИ ДАЕТ

1) распад белков до аминокислот;

2) распад углеводов до глюкозы;

3) распад жира до глицерина и жирных кислот;

4) работа дыхательной цепи в сопряженном режиме;

5) работа дыхательной цепи в разобщенном режиме.

9.  ЭНЕРГЕТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ 3-ГО ЭТАПА КАТАБОЛИЗМА

1) 1%;

2) 20%;

3) 30%;

4) 50%;

5) 75-80%.

10.  БИОЛОГИЧЕСКОЕ ОКИСЛЕНИЕ – ЭТО

1) совокупность всех  химических реакций организма;

2) совокупность анаболических реакций;

3) совокупность катаболических реакций; 

4) совокупность окислительно-восстановительных реакций.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №7)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой (не предусмотрена).
Занятие № 7       
1. Тема «Дыхательная цепь. Окислительное фосфорилирование.   Определение активности каталазы»

2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы:  Тканевое дыхание обеспечивает энергией весь организм. Нарушение процессов тканевого дыхания приводит к гипоэнергетическим состояниям, которые являются причиной многих патологических состояний. Изучение процессов тканевого дыхания и способов его регуляции позволит будущим провизорам понять механизмы коррекции связанных с этим патологий лекарственными средствами.

4. Цели обучения:

- общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
- учебная:
знать:  компоненты дыхательной цепи; механизм окислительного фосфорилирования; свободное окисление.

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
         владеть: методикой определения активности каталазы в слюне. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.
СИНТЕЗ АТФ ЗА СЧЕТ ЭНЕРГИИ МАКРОЭРГИЧЕСКИХ СВЯЗЕЙ СУБСТРАТА НАЗЫВАЕТСЯ 
1)
субстратное фосфорилирование;

2)
окислительное фосфорилирование;

3)
дефосфорилирование.

2.
 В СОСТАВ ФАД ВХОДИТ ВИТАМИН
1) В1;

2) В2;
3) РР;

4)  В6.

3.
 ЦИТОХРОМЫ - ЭТО
1)
дыхательные переносчики;

2)
простые белки;
3)
гликопротеиды;
4)
компоненты крови.

4.
 ПРИ ДЕЙСТВИИ РАЗОБЩИТЕЛЕЙ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ:
1)
АТФ образуется больше;

2)
АТФ образуется меньше;

3)
протоны водорода возвращаются в матрикс, минуя протонные каналы;

4)
протоны водорода вообще не возвращаются в матрикс.

5.
 ПРИ НЕДОСТАТКЕ ВИТАМИНА РР В КЛЕТКЕ ВОЗНИКНЕТ
1)
гипоэнергетическое состояние;

2)
гиперэнергетическое состояние;
3)
энергообеспеченность клетки не изменится.

6.
 К ИНГИБИТОРАМ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ ОТНОСЯТСЯ
1)
2,4-динитрофенол;
2)
цианиды;
3)
амитал;
4)
жирные кислоты.

7.
ЛИПИДНУЮ ПРИРОДУ ИМЕЕТ ПЕРЕНОСЧИК ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ
1)
цитохромоксидаза;
2)
кофермент Q;

3)
убихинолдегидрогеназа;

4) ФМН.

8.
ПРАВИЛЬНЫМ РАСПОЛОЖЕНИЕМ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПЕРЕНОСЧИКОВ ЯВЛЯЕТСЯ

1) цитохромоксидаза   →  убихинолдегидрогеназа 
→ цитохром с →


Ко-Q → НАДН-ДГ;

2) НАДН-ДГ→Ко-Q
 →убихинолдегидрогеназа→
  цитохром с →
цитохромоксидаза;
3) цитохром с
 → убихинолдегидрогеназа
→ НАДН-ДГ → Ко-Q →
цитохромоксидаза.

9.
СТИМУЛИРУЕТ РАБОТУ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ
1) АТФ; 

2) АДФ;

3) инсулин;

4) СТГ.

10.
ЗНАЧЕНИЕ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ ЗАКЛЮЧАЕТСЯ:
1) терморегуляция;

2) синтез АТФ;
3) синтез биологически важных соединений;
4) обезвреживание ксенобиотиков.

5.2. Основные понятия и положения темы

Дыхательная цепь – это совокупность содружественно сопряженных окислительно-восстановительных реакций, результатом работы которой является образование воды с выделением энергии.  Рассматривается химическая природа компонентов дыхательной цепи, их локализация в митохондриях, механизм действия. Сопряжение и разобщение в дыхательной цепи. Механизм действия разобщителей, коэффициент Р/О, значение разобщения. Связь дыхательной цепи с циклом Кребса. Нефосфорилирующее окисление, значение в организме.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

Исходный уровень


- Понятие о катаболизме и анаболизме.


- Этапы катаболизма.


- Цикл Кребса: ход реакций, значение и регуляция.

       - 
Понятие о субстратном  фосфорилировании.


По новой теме

 
- дыхательная цепь, ее компоненты и значение;


- окислительное фосфорилирование. Механизм;


- сопряжение и разобщение в дыхательной цепи;


- пути использования АТФ в организме;


- регуляция дыхательной цепи;


- нефосфорилирующее окисление и его функции в организме;


- активный кислород и антипероксидная система;


- тканевые и возрастные особенности окислительных процессов;


- классификация оксидоредуктаз.

5.3.2. Лабораторная работа
Определение активности каталазы в слюне


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

         Оборудование:    1. Пипетки  на 1мл.




       2. Коническая мерная пробирка.

                                       3. Химический стакан объемом 100 мл.

                                       4. Штатив с пробирками.

         Реактивы:             1. 0,9% раствор NaCl.

                                       2. 10% pаствоp Н2SO4.           

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

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

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

Расчет активности  каталазы проводят по формуле:

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

К – количество KMnO4, пошедшее на титрование контроля,

О - количество KMnO4, пошедшее на титрование опыта,

0,3 – коэффициент, учитывающий титр Н2О2, количество слюны в пробе и время инкубации.
Клинико-диагностическое значение определения активности  каталазы.


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


Определение активности каталазы имеет значение для диагностики рака, анемии, туберкулеза. При  этих заболеваниях активность каталазы снижается.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
8. Зачем пробирки с реакционной смесью помещают в термостат?

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

10.  К  какому классу ферментов относится каталаза?

11.  Что является субстратом каталазы?

12.  На чем основан принцип метода определения каталазы?

13.  Где в организме встречается каталаза?

14.  Как определить окончание титрования?

15.  Как рассчитать активность каталазы? Приведите формулу.

16.  В каких единицах выражается активность каталазы?

5.4.2. Ситуационные задачи 

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


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


3. Ротенон (токсичное вещество, вырабатываемое одним из видов растений) резко подавляет активность митохондриальной НАДН-дегидро​геназы. Токсичный антибиотик антимицин сильно ингибирует окисление убихи​нола. Допустим, что оба эти вещества блокируют соответствующие участки дыхательной цепи с равной эффектив​ностью. Какой из них будет при этом более мощным ядом? Дайте аргументированный ответ.



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


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

1. НАДН-дегидрогеназа                      
А.  ФАД


    
2. QН2 - дегидрогенза
 

          Б.   гем


    
3. Цитохромоксидаза           
            
В.   ФМН


    
4. Малатдегидрогеназа


          Г.    гем, Сu2+


     
5. Сукцинатдегидрогеназа


Д.    НАД+







                      
Е.    НАДФ+
5.4.3. Тесты 

1. ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПЬЮ  НАЗЫВАЕТСЯ 
1) цепь биосинтетических ферментов;

2) цепь окислительно-восстановительных ферментов;

3) цепь ферментов – трансфераз;

4) цепь ферментов – изомераз;

5) цепь ферментов – лиаз.

2. ФЕРМЕНТЫ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ В МИТОХОНДРИЯХ РАСПОЛАГАЮТСЯ

1) в матриксе;

2) во внутренней мембране;

3) в межмембранном пространстве.

3. КОМПОНЕНТАМИ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) НАД+;

2) НАДФ+;

3) ФАД;

4) ФМН;

5) Коэнзим Q;

6) цитохромы.

4. ЦИТОХРОМЫ ПО ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЕ – ЭТО

1) сложные липиды;

2) сложные белки;

3) гликопротеиды;

4) простые белки;

5) липопротеиды.

5. ДВИЖУЩЕЙ СИЛОЙ ПЕРЕНОСА ПРОТОНОВ И ЭЛЕКТРОНОВ ПО ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ ЯВЛЯЕТСЯ

1) изменение электрохимического  потенциала;

2) изменение окислительно-восстановительного потенциала;

3) изменение рН;

4) гидролиз АТФ;

5) окисление-восстановление.

6. ЭНЕРГИЯ ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ ДЫХАТЕЛЬНОЙ ЦЕПИ НА МЕМБРАНЕ МИТОХОНДРИЙ ЗАПАСАЕТСЯ  В ВИДЕ

1) АТФ;

2) АДФ;

3) НАДФН2;

4) ((Н;

5) ( рН.

7. ПОСТУПЛЕНИЕ В ДЫХАТЕЛЬНУЮ ЦЕПЬ  АТОМОВ ВОДОРОДА ОТ НАДН  И СУКЦИНАТА ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ ПРИ УЧАСТИИ

1) флавопротеидов;

2) гемпротеидов;

3) оксидаз;

4) гидроксилаз.

8. ПРОЦЕСС СИНТЕЗА АТФ, ИДУЩИЙ СОПРЯЖЕННО С РЕАКЦИЯМИ ОКИСЛЕНИЯ ПРИ УЧАСТИИ СИСТЕМЫ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ МИТОХОНДРИЙ, НАЗЫВАЕТСЯ

1) субстратным фосфорилированием;

2) свободным окислением;

3) окислительным фосфорилированием;

4) фотосинтетическим фосфорилированием.

9. СВОБОДНОЕ ОКИСЛЕНИЕ – ЭТО

1) окисление, не связанное с синтезом АТФ;

2) окисление, связанное с синтезом АТФ;

3) окисление, энергия которого выделяется в виде тепла;

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

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

10. РЕАКЦИЯ: СУБСТРАТ   +   НАД+      (    ПРОДУКТ  +  НАДН + Н+  - КАТАЛИЗИРУЕТСЯ

1) НАД-зависимой дегидрогеназой;

2) ФАД-зависимой дегидрогеназой;

3) цитохромоксидазой.

 6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №8)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.  

- Структура митохондрий. Компоненты дыхательной цепи митохондрий. Функционирование электрон-транспортной цепи митохондрий. 

   -  Нарушение функционирования митохондрий при гипоксии клетки. 
   - Наследственные нарушения синтеза белков-компонентов электрон-транспортной цепи митохондрий. Митохондриальные болезни.

Занятие № 8       
1. Тема  «Активный кислород. Способы его обезвреживания. Антиоксиданты (интерактивная форма), контроль по теме «Биоэнергетика».
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы:  Тканевое дыхание обеспечивает энергией весь организм. Нарушение процессов тканевого дыхания приводит к гипоэнергетическим состояниям, которые являются причиной многих патологических состояний.  
4. Цели обучения:
 - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
- учебная:

знать:  механизмы образования активных форм кислорода в организме человека; действие антиоксидантов в обезвреживании токсических форм кислорода; биологическое окисление.

уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
       владеть: методическими приемами лабораторной диагностики.
5.План изучения темы:

5.1. Контроль уровня знаний.
5.1.1. Контрольные вопросы:
- Что такое окисление?

- Что такое восстановление?

- Дайте понятие о биологическом окислении.

- Перечислите способы передачи электронов.

- Чем биологическое окисление отличается от окисления в неживой природе?

- Какая окислительная реакция дает больше всего энергии?

- Дайте характеристику этапам катаболизма

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

- Как регулируется пируватдегидрогеназа?

- Напишите в формулах цикл Кребса.

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

- Дайте понятие о дегидрогеназе? Приведите примеры дегидрогеназ цикла Кребса. Чем они отличаются друг от друга?

- Что такое окислительное декарбоксилирование? Приведите примеры.

- Дайте понятие о субстратном фосфорилировании. Напишите эту реакцию в формулах.

- Какие витамины необходимы для работы цикла Кребса?

- Каково значение цикла Кребса?

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

- Где в клетке находятся ферменты цикла Кребса?

- Какова связь цикла Кребса с дыхательной цепью?

- Что такое дыхательная цепь?

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

- Какие процессы сопряжены в дыхательной цепи?

- Что такое окислительное фосфорилирование?

- Назовите пункты сопряжения окисления и фосфорилирования в дыхательной цепи.

- Расскажите о механизме окислительного фосфорилирования.

- Как регулируется работа дыхательной цепи?

- Что такое  сопряжение и разобщение в дыхательной цепи?

- Каков принцип действия разобщителей дыхательной цепи?

- Назовите пути использования АТФ в организме.

- Что такое свободное окисление?

- Чем окислительное фосфорилирование отличается от субстратного?

- Расскажите о тканевых и возрастных особенностях окислительных процессов.

- Охарактеризуйте ферменты класса оксидоредуктаз.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №9)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой. 

Подготовить доклады по следующим темам:  

-
Механизмы образования активных форм кислорода в организме человека. 

- Супероксиддисмутаза и каталаза как механизм защиты организма от действия активных форм кислорода.

     - Глутатион, строение, значение в организме. Глутатионпероксидаза, участие в защите от активных форм кислорода.

     - Действие антиоксидантов в обезвреживании токсических форм кислорода. 

Занятие № 9       
1. Тема «Строение углеводов. Физико-химические свойства. Переваривание углеводов. Обмен гликогена. Определение активности амилазы»

2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.

3. Значение темы: углеводы являются обязательными пищевыми компонентами для человека, потому что кроме основной энергетической функции они участвуют во многих метаболических процессах в клетках организма. Знание строения и физико-химических свойств углеводов необходимо для понимания метаболизма этих веществ в организме, а также таких патологий, как дисахаридозы, гликогенозы, агликогенозы  и других, способов их лечения. 
4. Цели обучения:

      - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
- учебная:
  знать:  строение и значение углеводов; переваривание углеводов; обмен гликогена, ход реакций, регуляция.

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
       владеть: методом  определения активности амилазы в сыворотке крови и моче.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

      1. САХАРОЗА СОСТОИТ ИЗ:

1) α -глюкозы и β - фруктозы;
2) α -глюкозы и β - галактозы;
3) β-глюкозы и α-глюкозы.

2. ГАЛАКТОЗА ОБРАЗУЕТСЯ ПРИ ПЕРЕВАРИВАНИИ
1)  сахарозы;
2) гликогена;
3) лактозы.

3.
К ПРОТЕОГЛИКАНАМ ОТНОСЯТСЯ:
1) гепарин;
2) гиалуроновая кислота;

3)  хондроитинсульфат;
4) гликоген.

4. ГЛЮКОЗА В ОРГАНИЗМЕ ЖИВОТНЫХ И ЧЕЛОВЕКА ЗАПАСАЕТСЯ В СОСТАВЕ
1) крахмала;
2) гликогена;
3) гепарина.

5.
ФЕРМЕНТЫ, ПЕРЕВАРИВАЮЩИЕ УГЛЕВОДЫ, ОТНОСЯТСЯ К КЛАССУ
1) трансфераз;
2) синтетаз;
3) гидролаз;
4) лиаз.

6.
ПЕНТОЗАМИ ЯВЛЯЮТСЯ
1) глюкоза;
2) гликоген;
3) рибоза;
4) галактоза.

7.
ГИДРОЛИЗУ НЕ ПОДВЕРГАЮТСЯ:
1) крахмал;
2) гепарин;
3) галактоза;
4) фруктоза.

8. СЛЮНА СОДЕРЖИТ СЛЕДУЮЩИЕ ФЕРМЕНТЫ:
1) α-амилаза;
2) сахараза;
3) бактериальная мальтаза;
4) лактаза.

9.
ПРИ ПИЩЕВАРЕНИИ ПРОИСХОДЯТ СЛЕДУЮЩИЕ ПРОЦЕССЫ:
1) расщепление дисахаридов до моносахаридов;
2) распад моносахаридов до С02 и Н20;

3) расщепление полисахаридов до моносахаридов;
4) образование продуктов, которые всасываются в клетки слизистой кишечника.

10. ДИСАХАРИДОЗЫ - ЭТО ЗАБОЛЕВАНИЯ
1) связанные с недостаточностью ферментов, переваривающих углеводы;
2) связанные с нарушением процессов всасывания;
3) вызванные нарушением распада гликогена.

5.2. Основные понятия и положения темы
Углеводы - это оксопроизводные многоатомных спиртов и продукты их конденсации. В организме человека выполняют важные функции:

         - обеспечивают значительную часть энергетических потребностей (около 57% суточного калоригенеза);

           - являются составными частями более сложных соединений;

           - из них могут синтезироваться соединения других классов, в частно​сти, липиды и заменимые аминокислоты;

           - выполняют структурообразовательную функцию, то есть входят в состав клеточных и межклеточных структур;

           - выполняют специфические функции.

Переваривание и всасывание углеводов:


Попадающие с пищей углеводы подвергаются в организме перева​риванию. В этом процессе участвуют следующие ферменты:

            - (-амилаза слюны и (-амилаза поджелудочной железы. Эти ферменты расщепляют  (-1,4-гликозидные связи, действуют в слабощелочной среде, активируются ионами хлора и стабилизируются ионами кальция;

            - амило-1,6-гликозидаза вырабатывается в кишечнике, расщепляет  1,6-гликозидные связи;

            - сахараза  образуется в кишечнике и расщепляет сахарозу с образо​ванием глюкозы и фруктозы; 

            - мальтаза образуется в кишечнике и расщепляет мальтозу на две молекулы глюкозы;

            - лактаза образуется там же, расщепляет лактозу с образованием галактозы и глюкозы.


Таким образом, пищевые углеводы в ЖКТ расщепляются до моно​сахаридов - глюкозы, фруктозы и галактозы, которые всасываются путем активного транспорта или диффузно и попадают в кровь, а затем в печень.

 Роль печени в обмене углеводов

       Печень в обмене углеводов выполняет важные функции: 

1. Унификация моносахаридов. Превращение галактозы и фруктозы в глюкозу или метаболиты ее обмена. 


2. Гликогенная функция. При избытке глюкозы в крови в печени происходит синтез гликогена, при ее снижении в крови гликоген печени рас​щепляется до глюкозы и, таким образом, ее концентрация в крови восстанав​ливается до нормального уровня.


3. Синтез углеводов из метаболитов неуглеводного характера (глюконеогенез).


4. Синтез гликопротеинов крови.


5. Образование глюкуроновой кислоты, которая участвует в обез​вреживании экзогенных и эндогенных токсинов (например,  билирубина), а также в инактивации гормонов. 

              Образование активной формы глюкозы и значение этой реакции:


Активация глюкозы происходит путем фосфорилирования под дей​ствием ферментов киназ. В печени работают две киназы: гексокиназа и глю​кокиназа, в других органах, в том числе и в мышцах, гексокиназа. Эти фер​менты катализируют перенос Н3 РО4   с АТФ на глюкозу с образованием глю​козо-6-фосфата. Различие между этими ферментами заключается  в разном сродстве к глюкозе.   У гексокиназы оно выше, чем у глюкокиназы. Поэтому мышца, а не печень, вперед будет использовать глюкозу. Но когда глюкозы много в крови, тогда и печень будет получать глюкозы достаточно и синтези​ровать гликоген. Глюкозо-6-фосфат является центральным метаболитом углеводного обмена, имеет  более высокую энергию по сравнению с глюко​зой и легко вступает в дальнейшие превращения. Кроме того, в отличие от глюкозы глюкозо-6-фосфат не может выходить из клеток. 

                                               Синтез и распад гликогена:   

       Синтез гликогена происходит с участием нескольких ферментов: гексоки​назы, фосфоглюкомутазы (переводит глюкозо-6-фосфат в глюкозо-1-фос​фат), уридилтрансферазы (образует УДФ-глюкозу), гликогенсинтетазы (переносит глюкозу с УДФ-глюкозы на имеющуюся молекулу гликогена и присоединяет ее 1,4-гликозидной свяью). Таким образом, чтобы удлинить молекулу гликогена на одно звено глюкозы необходимо затратить 2 макроэрга (АТФ и УТФ). Ветвление гликогена происходит под влиянием ветвящего фермента.

          Распад гликогена происходит двумя путями:

       1. Гидролитический путь идет в лизосомах клеток под действием ( -амилазы при участии воды без образования промежуточных продуктов.

       2. Фосфоролитический путь (фосфоролиз) идет в цитоплазме под действием  фосфорной кислоты с образованием промежуточных продуктов, катализи​руется несколькими ферментами.

     Оба способа расщепления гликогена приводят к образованию глюкозы. В мышцах фосфоролиз происходит с образованием глюкозо-6-фосфата, так как в них нет глюкозо-6-фосфатазы. Таким образом, только печень, а не мышца является источником глюкозы для крови.

     Ключевыми ферментами синтеза гликогена являются: гексокиназа и гли​когенсинтетаза,  распада гликогена - фосфорилаза и глюкозо-6-фосфатаза. Синтез гликогена усиливается  инсулином, распад стимулируется катехола​минами, глюкагоном.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

      - определение и классификация углеводов;

      - строение моносахаридов, дисахаридов, полисахаридов;

      - переваривание углеводов пищи;

      - всасывание продуктов переваривания углеводов;

      - роль печени в обмене углеводов;

      - синтез гликогена, ход реакций, регуляция, значение.
5.3.2. Лабораторная работа
   1. Определение активности (-амилазы в крови

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная коническая пробирка.

	
	3.
	Пипетки на 1 мл и 0,1 мл.

	
	4.
	Термостат.

	
	5.
	КФК.

	
	
	


  Реактивы:         1. Крахмальный субстрат.

                            2. Раствор йода.

                            3. Дистиллированная вода.

                            4. Сыворотка крови, моча, слюна.

Принцип метода. Метод основан на колориметрическом определении уменьшения концентрации крахмала в пробах после ферментативного гидролиза по сравнению с исходным уровнем, что служит мерой активности амилазы.

 Ход работы. В 2 пробирки (опытная и контрольная пробы) наливают по 0.5 мл крахмального субстрата. Опытную пробу прогревают при 37ОС 5 мин, после чего добавляют в нее 0,01мл сыворотки и инкубируют 8 мин при 37ОС в термостате. Сразу же после инкубации опытной пробы в обе пробирки добавляют по 0,5 мл раствора йода и доводят объем проб до 5 мл дистиллированной. водой. Сразу же колориметрируют их при красном светофильтре в кюветах толщиной 1 см против воды.

              Активность (-амилазы рассчитывают по формуле:

(ЕК – ЕОП)/ЕК(150 = г крахмала, гидролизованного 1л сыворотки за 1 час инкубации (г/л), где

ЕК – оптическая плотность контрольной пробы,

ЕОП – оптическая плотность опытной пробы,

150 – коэффициент пересчета на количество крахмала в г, гидролизованного 1 л сыворотки за 1 час инкубации.

Норма активности амилазы в сыворотке – 16-30 г/л в час

2.Определение активности (- амилазы в моче

Работу проводят так же, как с сывороткой крови, только в опытную пробу вместо сыворотки добавляют 0,01 мл мочи, разведенной в 100 раз. При расчете активности фермента в формулу добавляют коэффициент, учитывающий разведение мочи.

Норма активности амилазы в моче – 28-160 г/л в час

3. Определение активности (-амилазы в слюне

Работа проводится так же, как с сывороткой и мочой. В опытную пробу добавляют 0,01 мл разведенной в 10 раз слюны. При расчете учитывают коэффициент разведения. 

Норма активности амилазы в слюне – 320-640 г/л в час. 

Диагностическое значение определения амилазы

Гиперамилаземия.  При остром панкреатите активность амилазы возрастает в первые 12 – 24 часа  крови в 10-40 раз, затем быстро снижается и приходит к норме на 2-6 сутки.


При остром аппендиците, перитоните, перфоративной язве желудка и двенадцатиперстной кишки активность амилазы повышается в 3-5 раз.


Гиперамилаземию вызывают: адреналин, гистамин, секретин, фуросемид, салицилаты, антикоагулянты, морфин, пантопон, опий, кодеин, тетрациклин, алкоголь.

Гипоамилаземия. Чаще всего снижение активности амилазы свидетельствует о недостаточности экзокринной функции поджелудочной железы. Также встречается у больных  гепатитами, циррозами, злокачественными опухолями с метастазами в печень, обширными ожогами кожи, сахарным диабетом, гипотиреозом, при интоксикациях.

Гиперамилазурия. При остром панкреатите в суточной моче активность амилазы возрастает в 10-40 раз. При этом активность амилазы остается высокой до 7 суток.

Отношение активности амилазы в крови к активности амилазы в моче служит показателем функциональной полноценности почечного фильтра.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. К какому классу ферментов относится амилаза?

2. Назовите субстраты для амилазы.

3. Где образуется амилаза и где действует?

4. Назовите продукты амилазной реакции.

5. Какой принцип лежит в основе метода определения активности амилазы?

6. С какой целью пробы помещают в термостат?

7. Какие методы определения активности ферментов вы знаете? Какой из них лежит в основе определения активности амилазы?

8. Для диагностики каких заболеваний используется определение активности амилазы в крови? моче? слюне?

9. Каковы причины снижения активности амилазы в крови?
10. Каковы причины  увеличения активности амилазы в крови?

11. Каковы причины повышения активности амилазы в моче?
12. Чему равна норма активности амилазы в крови? в слюне? в моче?     

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Животному внутривенно ввели стерильный раствор сахарозы. Появится ли она в моче?

2. Употребление в пищу кондитерских изделий, конфет вызывает у ребенка рвоту, понос. Он плохо переносит и сладкий чай, тогда как молоко не вызывает отрицательных реакций. Какой молекулярный дефект можно предположить?

3. Больной страдает от судорог в мышцах при напряженной физической работе, но в остальном чувствует себя здоровым. Биопсия мышечной ткани выявила, что концентрация гликогена в мышцах этого больного гораздо выше нормы. Почему накапливается гликоген? Ваши рекомендации такому человеку.

4. Клинические симптомы двух форм галактоземии, одна из которых обусловлена недостаточностью галактокиназы, а другая  - галактозо-1-фосфат-уридилтрансферазы, резко различаются по своей тяжести. И в том, и в другом случае молоко вызывает у больных кишечные расстройства, но при недостаточности галактозо-1-фосфат-уридилтрансферазы нарушаются функции печени, почек, селезенки и мозга, а затем наступает смерть. Какие продукты накапливаются в крови и тканях при недостаточности каждого из двух ферментов? Оцените сравнительную токсичность этих продуктов на основе приведенных выше данных. 

5. Сделать предположение о возможных причинах заболевания, если известно, что у больного, длительно страдающего хроническим заболеванием кишечника – энтероколитом, после приема молока стали появляться метеоризм, диарея, колики.

5.3.3. Тесты 

1. УГЛЕВОДЫ – ЭТО
1) альдегиды или кетоны многоатомных  спиртов;

2) альдегиды;

3) кетоны.

2. К МОНОСАХАРИДАМ ОТНОСЯТСЯ:

1) глюкоза;

2) сахароза;

3) рибоза;

4) галактоза.

3. К ОЛИГОСАХАРИДАМ ОТНОСЯТСЯ:
1) фруктоза;

2) лактоза;

3) гиалуроновая кислота;

4) мальтоза.

4. К ГОМОПОЛИСАХАРИДАМ ОТНОСЯТСЯ:

1) целлюлоза;

2) крахмал;

3) гликоген;

4) целлобиоза.

5. АЛЬДОЗАМИ ЯВЛЯЮТСЯ

1) фруктоза;

2) глицериновый альдегид;

3) диоксиацетон;

4) рибулоза.

6. КЕТОЗАМИ ЯВЛЯЮТСЯ

1) глюкоза;

2) фруктоза;

3) галактоза;

4) рибоза.

7. ДЛЯ ПОЛНОГО ПЕРЕВАРИВАНИЯ КРАХМАЛА В ЖКТ НЕОБХОДИМЫ:

1) фосфорилаза;

2) (-амилаза слюны;

3) лактаза;

4)  (-амилаза поджелудочной железы;

5) амило-1,6-гликозидаза;

6) мальтаза.

8. ДАННУЮ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ РЕАКЦИЙ СИНТЕЗА ГЛИКОГЕНА КАТАЛИЗИРУЮТ ФЕРМЕНТЫ В СЛЕДУЮЩЕМ ПОРЯДКЕ

Глюкоза (  глюкозо-6-фосфат  ( глюкозо-1-фосфат   +   УТФ  (   

                          (    УДФ – глюкоза   (    гликоген

1) гексокиназа, фосфоглюкомутаза, трансфераза, гликогенсинтетаза;

2) фосфоглюкомутаза, трансфераза, гликогенсинтетаза, гексокиназа;

3) гексокиназа, фосфоглюкомутаза, гликогенсинтетаза,трансфераза; 

4) трансфераза, фосфоглюкомутаза, гексокиназа, гликогенсинтетаза.

9.  ГИДРОЛИЗ ГЛИКОГЕНА ОТЛИЧАЕТСЯ ОТ ФОСФОРОЛИЗА ТЕМ, ЧТО:

1) катализируется одним ферментом;

2) локализован в лизосомах ;

3) имеет промежуточные продукты;

4) является доминирующим процессом в клетке.

10. ФОСФОРОЛИЗ ГЛИКОГЕНА В ПЕЧЕНИ ЯВЛЯЕТСЯ 

1) источником глюкозы для крови;

2) источником кетоновых тел;

3) источником аминокислот;

4) источником рибозы.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №4)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 

Подготовить рефераты на тему:

          - гликогенозы;


- дисахаридозы;

- галактоземия.
Занятие № 10       
1. Тема «Внутриклеточный обмен углеводов. Гликолиз. Глюконеогенез. Значение, регуляция. Определение глюкозы в сыворотке крови и моче»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: углеводы являются легко усвояемыми источниками энергии в организме человека. Гликолиз - универсальный процесс, позволяющий получать энергию без использования кислорода. Он является единственным источником энергии в анаэробных специализированных клетках, таких как эритроциты. Кроме того, он позволяет некоторое время поддерживать жизнедеятельность и аэробным клеткам, вынужденным работать в условиях анаэробиоза. Конечным продуктом гликолиза является молочная кислота, накопление которой в клетках и крови вызывает метаболический ацидоз.  Предотвратить ацидоз возможно путем быстрого её использования. Одним из способов утилизации молочной кислоты является глюконеогенез (ГНГ). Кроме того, ГНГ является процессом, позволяющим получать глюкозу из метаболитов жирового и белкового обмена. Это имеет большое значение при голодании и безуглеводной диете. Знание данной темы будет использоваться при дальнейшем изучении  биохимии и при обучении на других кафедрах.
4. Цели обучения:

  - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
 - учебная:
 знать:  гликолиз, ход реакций, значение и регуляция; глюконеогенез, ход реакций, значение и регуляции.

         уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; пользоваться фотоэлектроколориметром; интерпретировать полученные результаты в соответствии с диагностическим значением.
        владеть: методом определения глюкозы в сыворотке крови и моче.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ - КЛАСС ФЕРМЕНТОВ, КАТАЛИЗИРУЮЩИХ
 1) реакции гидролиза;

 2) окислительно-восстановительные реакции;

 3) реакции синтеза веществ;

 4) изомеризации. 
2. ПЕРВЫЙ ЭТАП КАТАБОЛИЗМА ПИЩЕВЫХ УГЛЕВОДОВ ПРОТЕКАЕТ
1) цитозоле клеток печени;

2) желудочно-кишечном тракте;

3) митохондриях клеток;

4) лизосомах.

3.ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ ГЛЮКОЗЫ ПРОИСХОДИТ ПОД ДЕЙСТВИЕМ
1) фосфоглюкомутазы; 

2) гексокиназы; 

3) фосфатазы;

4) липазы.

4. ПРОЦЕСС ПРЕВРАЩЕНИЯ ГАЛАКТОЗЫ В ГЛЮКОЗУ НАЗЫВАЕТСЯ
1) синтез гликогена;

2) унификация;

3) гликолиз;

4) глюконеогенез.

5. ПЕЧЕНЬ В ОБМЕНЕ УГЛЕВОДОВ ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:
1) переваривание углеводов;

2) синтез и распад гликогена;

3) синтез глюкозы из неуглеводов;

4) синтез кетоновых тел;

5) синтез гликопротеинов крови.

6. ПРИ РАСПАДЕ ГЛИКОГЕНА ПЕЧЕНИ ОБРАЗУЕТСЯ
1) свободная глюкоза;

2) глюкозо-6-фосфат;

3) мальтоза;

4) глицериновый альдегид.

7. ГЛИКОЛИЗ - ЭТО
1) распад глюкозы;

2) синтез глюкозы;

3) синтез гликогена;

4) распад гликогена.

8. КЛЮЧЕВЫМИ НАЗЫВАЮТСЯ ФЕРМЕНТЫ, АКТИВНОСТЬ КОТОРЫХ
1) можно регулировать;

2) регулировать нельзя;

3) иногда поддается регуляции;

4) любые ферменты в цепи.

9. АГЛИКОГЕНОЗЫ - ЭТО НАРУШЕНИЕ
1) синтеза гликогена;

2) распада гликогена;
3) переваривания углеводов;

4) синтеза глюкозы.

10.  ГЛИКОГЕН В ЗНАЧИТЕЛЬНЫХ КОЛИЧЕСТВАХ НАКАПЛИВАЕТСЯ В
1) печени и мышцах;
2) желудочно-кишечном тракте;

3) легких;

4) селезенке.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

   -  понятие о гликолизе и гликогенолизе. Ход реакций в гликолизе;

   -  регуляция гликолиза;

   -  биологическая роль гликолиза;

   -  определение глюконеогенеза. Ход реакций в глюконеогенезе;

   -  регуляция глюконеогенеза;

   -  значение глюконеогенеза;

   -  глюкозо-лактатный цикл.  
   5.3.2. Лабораторная работа

   1. Определение активности (-амилазы в крови

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная коническая пробирка.

	
	3.
	Пипетки на 1 мл и 0,1 мл.

	
	4.
	Термостат.

	
	5.
	КФК.

	
	6.
	КФК.


  Реактивы:         1. Крахмальный субстрат.

                            2. Раствор йода.

                            3. Дистиллированная вода.

                            4. Сыворотка крови, моча, слюна.

Принцип метода. Метод основан на колориметрическом определении уменьшения концентрации крахмала в пробах после ферментативного гидролиза по сравнению с исходным уровнем, что служит мерой активности амилазы.

 Ход работы. В 2 пробирки (опытная и контрольная пробы) наливают по 0.5 мл крахмального субстрата. Опытную пробу прогревают при 37ОС 5 мин, после чего добавляют в нее 0,01мл сыворотки и инкубируют 8 мин при 37ОС в термостате. Сразу же после инкубации опытной пробы в обе пробирки добавляют по 0,5 мл раствора йода и доводят объем проб до 5 мл дистиллированной. водой. Сразу же колориметрируют их при красном светофильтре в кюветах толщиной 1 см против воды.

              Активность (-амилазы рассчитывают по формуле:

(ЕК – ЕОП)/ЕК(150 = г крахмала, гидролизованного 1л сыворотки за 1 час инкубации (г/л), где

ЕК – оптическая плотность контрольной пробы,

ЕОП – оптическая плотность опытной пробы,

150 – коэффициент пересчета на количество крахмала в г, гидролизованного 1 л сыворотки за 1 час инкубации.

Норма активности амилазы в сыворотке – 16-30 г/л в час

2.Определение активности (- амилазы в моче

Работу проводят так же, как с сывороткой крови, только в опытную пробу вместо сыворотки добавляют 0,01 мл мочи, разведенной в 100 раз. При расчете активности фермента в формулу добавляют коэффициент, учитывающий разведение мочи.

Норма активности амилазы в моче – 28-160 г/л в час

3. Определение активности (-амилазы в слюне

Работа проводится так же, как с сывороткой и мочой. В опытную пробу добавляют 0,01 мл разведенной в 10 раз слюны. При расчете учитывают коэффициент разведения. 

Норма активности амилазы в слюне – 320-640 г/л в час. 

Диагностическое значение определения амилазы

Гиперамилаземия.  При остром панкреатите активность амилазы возрастает в первые 12 – 24 часа  крови в 10-40 раз, затем быстро снижается и приходит к норме на 2-6 сутки.


При остром аппендиците, перитоните, перфоративной язве желудка и двенадцатиперстной кишки активность амилазы повышается в 3-5 раз.


Гиперамилаземию вызывают: адреналин, гистамин, секретин, фуросемид, салицилаты, антикоагулянты, морфин, пантопон, опий, кодеин, тетрациклин, алкоголь.

Гипоамилаземия. Чаще всего снижение активности амилазы свидетельствует о недостаточности экзокринной функции поджелудочной железы. Также встречается у больных  гепатитами, циррозами, злокачественными опухолями с метастазами в печень, обширными ожогами кожи, сахарным диабетом, гипотиреозом, при интоксикациях.

Гиперамилазурия. При остром панкреатите в суточной моче активность амилазы возрастает в 10-40 раз. При этом активность амилазы остается высокой до 7 суток.

Отношение активности амилазы в крови к активности амилазы в моче служит показателем функциональной полноценности почечного фильтра.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
13. К какому классу ферментов относится амилаза?

14. Назовите субстраты для амилазы.

15. Где образуется амилаза и где действует?

16. Назовите продукты амилазной реакции.

17. Какой принцип лежит в основе метода определения активности амилазы?

18. С какой целью пробы помещают в термостат?

19. Какие методы определения активности ферментов вы знаете? Какой из них лежит в основе определения активности амилазы?

20. Для диагностики каких заболеваний используется определение активности амилазы в крови? моче? слюне?

21. Каковы причины снижения активности амилазы в крови?

22. Каковы причины  увеличения активности амилазы в крови?

23. Каковы причины повышения активности амилазы в моче?

12.Чему равна норма активности амилазы в крови? в слюне? в моче     

5.4.2. Ситуационные задачи
1. Могут ли янтарная, яблочная, лимонная кислоты служить предшественниками глюкозы?  Если да, то покажите схему превращения. Сколько АТФ затратится на синтез 1 молекулы глюкозы в каждом случае?

2. Описано два типа заболеваний. Для одного характерен дефект фосфорилазы мышц, для другого - печени. Назовите признаки этих заболеваний. Как изменится концентрация лактата в крови после физической нагрузки? Какова реакция больных на введение глюкагона?

3. При длительных физических нагрузках запасы гликогена истощаются не только в работающих, но и в неработающих мышцах. Обсудите механизм взаимосвязи обмена гликогена в этих тканях. Какой орган опосредует эту взаимосвязь?

4. Спортсмен пробежал 100-метровую дистанцию. Изменится ли содержание молочной кислоты в крови? Почему?
5. При добавлении АТФ к гомогенату мышечной ткани снизилась скорость гликолиза. Концентрация глюкозо-6-фосфата и фруктозо-6-фосфата увеличилась, а концентрация всех других метаболитов при этом снизилась. Укажите фермент, активность которого снижается при добавлении АТФ.

5.4.3. Тесты:
1.  ГЛИКОЛИЗ – ЭТО

1) расщепление глюкозы до лактата в анаэробных условиях;

2) расщепление глюкозы до ацетата в анаэробных условиях ;

3) расщепление глюкозы до СО2 и Н2О;

4) расщепление глюкозы до этанола.

2.  В КЛЕТКЕ ФЕРМЕНТЫ ГЛИКОЛИЗА НАХОДЯТСЯ В

1) эндоплазматическом ретикулуме;

2) цитозоле;

3) митохондриях;

4) лизосомах.

3.  НА 1-ОМ ЭТАПЕ ГЛИКОЛИЗА ГЛЮКОЗА РАСЩЕПЛЯЕТСЯ С ОБРАЗОВАНИЕМ

1) 2 молекул лактата;

2) 2 молекул пирувата;

3) фосфоглицеринового альдегида (ФГА) и ДОАФ;

4) фруктозо-6-фосфата.

4.  НА 1-ОМ ЭТАПЕ ГЛИКОЛИЗА РАСХОДУЕТСЯ

1) 2 АТФ;

2) 3 АТФ;

3) 4 АТФ

4) 6 АТФ.

5. СУБСТРАТНОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ В ГЛИКОЛИЗЕ ПРОИСХОДИТ В РЕАКЦИЯХ, КАТАЛИЗИРУЕМЫХ:

1) гексокиназой;

2) фосфофруктокиназой;

3) пируваткиназой;

4) глицераткиназой.

6.  ПЕРВИЧНЫМИ МАКРОЭРГАМИ ГЛИКОЛИЗА ЯВЛЯЮТСЯ:

1) глюкозо-6-фосфат;

2) 3-ФГА;

3) 3-ФГК;

4) 1,3-диФГК;

5) ФЕП.

7.  ВО 2-ОМ ЭТАПЕ ГЛИКОЛИЗА УЧАСТВУЮТ

1) фруктозо-6-фосфат;

2) ДОАФ;

3) 3-ФГА;

4) НАДН2.
8.  ФЕРМЕНТ ГЛИКОЛИЗА АЛЬДОЛАЗА  ОТНОСИТСЯ К КЛАССУ
1) оксидоредуктаз;

2) лиаз;

3) синтетаз;

4) трансфераз;

5) гидролаз.

9.  В РЕАКЦИИ ГЛИКОЛИТИЧЕСКОЙ ОКСИДОРЕДУКЦИИ УЧАСТВУЕТ:

1) гексокиназа;

2) альдолаза;

3) лактатдегидрогеназа;

4) глицеральдегидфосфатдегидрогеназа;

5) фосфофруктокиназа.

10. В ПРИВЕДЕННОЙ СХЕМЕ 1-ГО ЭТАПА ГЛИКОЛИЗА НЕ ДОСТАЕТ МЕТАБОЛИТОВ

 
глюкоза → глюкозо-6-фосфат → . . . →   фруктозо-1,6-дифосфат →    ? +  ?


1) фруктозо-6-фосфат,  ДОАФ и фосфоглицериновый альдегид;


2) гликоген, фосфоенолпируват, 1,3-дифосфоглицерат;


3) фруктозо-6-фосфат, пируват, лактат.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №11)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой (не предусмотрена). 
Занятие № 11       
1. Тема «Аэробное окисление глюкозы. Глюкоза крови, регуляция гормонами. Определение серогликоидов в сыворотке крови» 
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Знание механизмов поддержания гомеостаза глюкозы крови необходимо для понимания патогенеза ряда заболеваний: сахарный диабет, стероидный диабет, феохромацитома и другие. Материал данной темы будет широко использоваться при изучении патологии и экстремальной медицины.
4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
  - учебная:

знать:  пентозофосфатный путь: ход реакций окислительной части, представление о неокислительной части; значение и регуляция; глюкоза крови, регуляция гормонами; причины гипо- и гипергликемии. Неферментативное гликозилирование белков.
     уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
     владеть: методикой определения серогликоидов в сыворотке крови. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

 1. ГЕПАРИН ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ
 1) является антиоксидантом;
 2) является биологическим цементом;
 3) активирует липопротеинлипазу;
 4) является резервным углеводом.

2. РИБОЗА ЯВЛЯЕТСЯ СТРУКТУРНОЙ ЕДИНИЦЕЙ:
 1) нуклеотида;
 2) НАДН;
 3) АТФ;
 4) ФМН.

3.
ДЕГИДРОГЕНАЗЫ - ЭТО ФЕРМЕНТЫ, УЧАСТВУЮЩИЕ В РЕАКЦИЯХ
 1) окисления;
 2) гидролиза;
 3) синтеза;

4) транспорта.

4. ДЛЯ РАБОТЫ РЕДУКТАЗ НЕОБХОДИМЫ КОФАКТОРЫ
1) ФАДН2; 

2) НSКо-А;

3) НАДФН2

4) ФМНН2.

5.
ВЫБЕРИТЕ УТВЕРЖДЕНИЯ, ПРАВИЛЬНО ХАРАКТЕРИЗУЮЩИЕ ГЛЮКОНЕОГЕНЕЗ ИЗ ЛАКТАТА
 1)
активно протекает в мышцах;

 2)
скорость регулируется соотношением АТФ/АДФ в клетке;

 3)
протекает главным образом в печени;

 4) предотвращает алкалоз.

6.
НАКОПЛЕНИЕ ЛАКТАТА В КРОВИ ПРИВОДИТ К
 1)
 обезвоживанию тканей;
 2) метаболическому алкалозу;
 3) метаболическому ацидозу;

 4) гиперэнергетическому состоянию.

7. НОРМАЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ СОСТАВЛЯЕТ

 1) 3,3 - 5,5 ммоль/л;

 2)
 6,0 - 8,0 ммоль/л;

 3)
 2,0 - 3,3 ммоль/л

4) 7,3 – 14,5 ммоль/л.

8. ПРОТЕОГЛИКАНЫ - ЭТО ВЕЩЕСТВА, СОСТОЯЩИЕ
 1) из 5-10% белка и 90-95% углеводов;
 2) из 90% белка и 10% углеводов;
 3) 50% белка и 50% углеводов.

9. ГЛЮКОЗА НАЧИНАЕТ ВЫДЕЛЯТЬСЯ С МОЧОЙ ПРИ КОНЦЕНТРАЦИИ ЕЕ В КРОВИ
 1) 5,5 ммоль/л;
 2) 9,0 - 10,0 ммоль/л;

 3) 3,3 ммоль/л.

10.
НАЗНАЧЕНИЕМ ПЕНТОЗОФОСФАТНОГО ПУТИ ЯВЛЯЕТСЯ:
 1) получение пентоз;
 2) получение восстановленных коферментов;
 3) синтез гликогена;

 4) распад гликогена.

5.2. Основные понятия и положения темы
          Источники глюкозо-6-фосфата: 1) во всех клетках образуется из глюкозы в ходе гексокиназной реакции; 2) в печени и мышцах образуется в ходе фос​форолиза из гликогена; 3) в печени, мышцах, тонком кишечнике - в резуль​тате ГНГ; 4) в печени в результате унификации моносахаридов.

          Пути использования глюкозо-6-фосфата: 1) синтез гликогена; 2) окисление до лактата в анаэробных условиях и до СО2 и Н2О в аэробных; 3) окисление в пентозофосфатном пути; 4)превращение в глюкозу (в печени, тонком ки​шечнике и коре почек).

Пентозофосфатный путь (ПФП)

      Это прямое окисление глюкозо-6-фосфата. Состоит из двух частей: окисли​тельной (необратимой) и неокислительной (обратимой). В ходе окислитель​ной части ПФП при участии глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 6-фосфоглю​конатдегидрогеназы глюкозо-6-фосфат окисляется с образованием рибозо-5-фосфата, СО2, 2 молекул НАДФН. В неокислительной части ПФП из каждых трех молекул рибозо-5-фосфата образуются 1 молекула фосфоглицерино​вого альдегида и 2 молекулы фруктозо-6-фосфата. Дальнейшая судьба этих метаболитов известна: они могут либо окисляться в гликолизе и в зависимо​сти от условий превращаться в лактат или пируват, либо использоваться в ГНГ на образование глюкозы. Если метаболиты окислительной части ПФП будут использоваться в ГНГ, тогда будет иметь место замыкание процесса, то есть ПФП примет вид цикла. Для протекания окислительной части ПФП необходим витамин В1.

         Значение ПФП: 1) энергетическое - образующиеся метаболиты окислитель​ной части могут использоваться в гликолизе; 2) синтетическое - связано с использованием рибозо-5-фосфата и НАДФН. Рибозо-5-фосфат использу​ется на синтез нуклеотидов, которые необходимы для образования кофер​ментов, макроэргов, нуклеиновых кислот.  НАДФН необходим для восстано​вительных биосинтезов (для работы редуктаз в синтезе холестерина и жирных кислот; в образовании дезоксирибозы из рибозы; для восстановления глутатиона, в образовании глутамата из 2-оксоглутарата); для работы гидроксилаз, участ​вующих в синтезе катехоламинов, серотонина, стероидных гормонов, желчных кислот, активной формы витамина Д, синтезе коллагена, обезвреживании ксенобиотиков;  используется в трансгидрогеназной реакции. 

       ПФП локализован в цитозоле клеток. Он особенно активен в быстро деля​щихся тканях: эмбрион, плод, лимфоидная и миелоидная ткани, слизистая тонкого кишечника, жировая ткань, эндокринные железы (надпочечники, половые), молочные железы (в период лактации), печень, эритроциты, пульпа зуба, зачатки эмали зуба, при гипертрофии органов. ПФП мало акти​вен в нервной, мышечной и соединительной тканях,  ПФП способствует про​зрачности хрусталика глаза; предупреждает гемолиз эритроцитов; входит в систему защиты от свободных радикалов и активных форм кислорода.  

       Регуляция ПФП: ключевыми ферментами являются - глюкозо-6-фосфатде​гидрогеназа, 6-фосфоглюконатдегидрогеназа, транскетолаза. Активность ПФП увеличивается при повышении отношения НАДФ+/ НАДФН, а также под влиянием инсулина и йодтиронинов. ПФП ингибируют глюко​кортикостероиды.

Глюкоза крови

       Концентрация глюкозы в крови поддерживается на постоянном уровне              3,3 - 5,5 ммоль/л. Это связано с двумя противоположно направленными процес​сами: процессами,  поставляющими глюкозу в кровь (переваривание угле​водов в ЖКТ, ГНГ, распад гликогена печени) и процессами, использующими глюкозу в тканях (гликолиз, синтез гликогена, ПФП, синтез жира). При очень высоких концентрациях глюкозы в крови, она может быть снижена за счет выведения ее с мочой. Повышение глюкозы в моче называется глюкозурией. В норме концентрация глюкозы в моче составляет 0,2 - 1,2 ммоль/л.

Регуляция глюкозы крови гормонами

        Гормоны, повышающие концентра​цию глюкозы в крови, называются гипергликемическими, к ним относятся: глюкагон, катехоламины, глюкокортикостероиды и соматотропин (соматотропный гормон). Гормоны, снижающие концентрацию глюкозы в крови, называются гипогликемическими. Гипогликемическим гормоном является инсулин. Гиперг​ликемические гормоны повышают глюкозу крови за счет усиления распада гликогена печени и стимуляции ГНГ. Инсулин снижает глюкозу крови благо​даря: 1) увеличению проницаемости клеточных мембран для глюкозы; 2) ингибированию процессов, поставляющих глюкозу (ГНГ, распад гликогена печени); 3) усилению процессов, использующих глюкозу (гликолиз, синтез гликогена, ПФП. синтез жира).
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

- пентозофосфатный путь: ход реакций окислительной части, представление о неокислительной части; значение и регуляция;

- пути образования и использования глюкозо-6-фосфата;

- источники глюкозы крови;

    - регуляция глюкозы крови гормонами;

    - причины гипогликемии;


    - причины гипергликемии;

    - неферментативное гликозилирование белков.

5.3.2. Лабораторная работа

               Определение  концентрации серогликоидов в сыворотке крови

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 1 мл, 2 мл и 5 мл.

	
	3.
	Мерная пробирка на 10 мл .

	
	4.
	 Центрифуга.

	
	5.
	 КФК.

	
	6.
	 Кюветы толщиной 1 см.




	Реактивы: 
	1.
	0,9% NaCl (физ. раствор).

	
	2.
	1,8 н хлорная кислота.

	
	3.
	 5% фосфорновольфрамовая кислота.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. Под названием серогликоиды (или серомукоиды) объединяется группа гликопротеидов, которые не осаждаются серной кислотой, трихлоруксусной и сульфосалициловой кислотами. Метод основан на осаждении всех белков, кроме серогликоидов, хлорной кислотой. Серогликоиды выделяют осаждением фосфорновольфрамовой кислотой и по степени помутнения раствора судят о содержании серогликоидов.

Ход работы. К 0,5 мл сыворотки приливают 4,5 мл 0,85% раствора хлористого натрия и добавляют по каплям 2,5 мл 1,8 H раствора хлорной кислоты. Хорошо перемешивают и оставляют на 10 мин при комнатной температуре. Затем центрифугируют 15 мин при 3000 об/мин. 5 мл центрифугата смешивают с 1 мл 5% раствора фосфорновольфрамовой кислоты и через 15 мин измеряют мутность на ФЭКе в кювете толщиной 1 см при красном светофильтре против контроля. Контроль готовят,  смешивая 3,3 мл физиологического раствора с 1,7 мл хлорной кислоты и 1 мл фосфорновольфрамовой кислоты. 

Результат выражают в условных единицах – значении оптической плотности.

Норма содержания серогликоидов в крови – 0,13-0,2 условных единиц.

Диагностическое значение определения серогликоидов в крови 

Увеличение серогликоидов наблюдается при всех воспалительных и некробиотических процессах: у больных с инфарктом миокарда, желтушным синдромом (особенно на почве новообразования), злокачественной опухолью, обострением хронического холецистита, с деструктивной формой туберкулеза легких, ревматизмом, мозговым инсультом и другими патологическими состояниями.

Снижение серогликоидов наблюдается при инфекционном гепатите, гематоцеллюлярной дистрофии, рассеянном склерозе.
5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Что такое серогликоиды?

2. Принцип метода определения концентрации серогликоидов в крови.

3. Зачем к сыворотке крови приливают раствор хлорной кислоты?

4. Каким образом рассчитывается концентрация серогликоидов?

5. Для чего проводится центрифугирование?

6. Какая существует связь между концентрацией серогликоидов и состоянием больного?

7. В каких случаях содержание серогликоидов в крови может быть высоким?

8. Можно ли на основании повышения концентрации серогликоидов диагности​ровать определенное заболевание?
5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Глюкозу, меченную 14С при С-6, добавляли в раствор, содержащий ферменты и кофакторы окислительной части пентозофосфатного пути. Какова судьба радиоактивной метки?

2. На экзамене у студента содержание глюкозы в крови оказалось равным 7,2 ммоль/л. Имеются ли отклонения от нормы?

3. Будет ли содержать радиоактивную метку рибозо-5-фосфат, полученный в пентозофосфатном пути из глюкозы, меченой С14 по 1-му атому?

4. Выберите пути использования метаболитов пентозофосфатного пути:

1) НАДФН.                                    А. Синтез нуклеотидов.

2) Рибозо-5-фосфат.                      В. Восстановительные реакции 
                                                             в процессе синтеза жирных кислот.                                                                                                               

               3) 3-фосфоглицериновый                 

                    альдегид.                                     С. Реакции гидроксилирования.

               4) Фруктозо-6-фосфат.                   Д. Гликолиз.

5. Выберите определения, характеризующие свойства  НАДН и НАДФН.
1) Является коферментом дегидрогеназ.       А. Характерно для НАД+.

2) Служит донором водорода для дыха-          В. Характерно для НАДФН                 

тельной цепи.                                     

3) Используется в реакции рибозо-фос-          С. Характерно для обоих.

фат → рибулозо-5-фосфат.                             Д. Не характерно для       этих коферментов.
4) Образуется в окислительной части ПФП.             Е. Характерно для НАДН
5) Образуется в гликолизе.                                     

6) Образуется при синтезе липидов.  

5.4.3. Тесты 

1.  НОРМАЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ СОСТАВЛЯЕТ

 1) 3,3 – 5,5 ммоль/л;




 2) 5,5 – 7,5 ммоль/л;

 3) 1,5 – 3,5 ммоль/л;

 4) 7,5 – 10,0 ммоль/л.  

.

2.  ГИПЕРГЛИКЕМИЧЕСКИМ ДЕЙСТВИЕМ ОБЛАДАЮТ:

 1) глюкагон;

 2) инсулин;

 3) глюкокортикостероиды;

 4) катехоламины;

 5) секретин.

3. ИСТОЧНИКАМИ ГЛЮКОЗЫ ДЛЯ КРОВИ ЯВЛЯЮТСЯ:

 1) гликолиз;

 2) глюконеогенез;

 3) распад гликогена в мышцах;

 4) распад гликогена в печени;

 5) пентозофосфатный путь.

4. В ТКАНЯХ ГЛЮКОЗА ИСПОЛЬЗУЕТСЯ :

  1) на синтез гликогена;

  2) в гликолизе;

  3) в пентозофосфатном пути;

  4) в глюконеогенезе.

5. ПЕНТОЗОФОСФАТНЫЙ ПУТЬ АКТИВНО ПРОТЕКАЕТ В СЛЕДУЮЩИХ ТКАНЯХ:

  1) костная;

  2) жировая;

  3) кора надпочечников;

  4) хрящевая;

  5) эмбриональная;

  6) лимфоидная.

6. В приведенной ниже схеме окислительной части пентозофосфатного пути отсутствуют метаболиты в следующем порядке:

 глюкозо-6-фосфат  ( . . . ( 6-фосфоглюконат( . . . (   рибозо-5-фосфат

1) 6-фосфоглюконолактон;

 2) рибулозо-5-фосфат;

 3) лактат;

 4) фосфоглицериновый альдегид.

7. РЕАКЦИИ  ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ  ЧАСТИ ПЕНТОЗОФОСФАТНОГО ПУТИ КАТАЛИЗИРУЮТ ФЕРМЕНТЫ: 

 1) глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа;

 2) лактоназа;

 3) лактатдегидрогеназа;

 4) 6-фосфоглюконатдегидрогеназа;

 5) пируваткиназа.

8. ПРИЧИНАМИ ГИПЕРГЛИКЕМИИ ЯВЛЯЮТСЯ:

 1) стресс;

 2) голодание;

 3) интенсивная мышечная работа;

 4) гиперсекреция инсулина;

 5) сахарный диабет;

 6) лечение глюкокортикостероидами.

  9. ДЛИТЕЛЬНАЯ ГИПЕРГЛИКЕМИЯ ОПАСНА:

 1) истощением запасов инсулина;
 2) гликозилированием белков;

 3) тканевыми отеками;

 4) обезвоживанием тканей;

 5) гипоксией тканей.

10. ЗНАЧЕНИЕ ПЕНТОЗОФОСФАТНОГО ПУТИ ЗАКЛЮЧАЕТСЯ В ТОМ, ЧТО ОН:

 1) основной поставщик рибозо-5-фосфата;

 2) основной поставщик АТФ в клетке;
 3) основной поставщик глюкозы;

 4) основной поставщик НАДФН.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №12)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой. 

Подготовить рефераты:
   - Патобиохимия гипергликемии.

   - Патобиохимия гипогликемии.

   - Гликозилирование белков, биологическое значение.


Занятие № 12       
1. Тема «Патология обмена углеводов. Контроль по теме «Углеводный обмен»»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Провести контроль и коррекцию знаний углеводного обмена 
4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
- учебная:
 знать:  тему «Углеводный обмен»;

     уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
     владеть: применять полученные знания по данной теме в решении задач. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль уровня знаний.
5.1.1. Контрольные вопросы:
1. Определение и классификация углеводов.

2. Функции углеводов.

3. Переваривание углеводов.

4. Обмен гликогена: синтез и распад гликогена, ключевые ферменты, регуляция, тка​невые особенности.

5. Гликолиз: ход реакций, характеристика двух этапов, аэробный и анаэробный гликолиз, ключевые ферменты, регуляция, значение, преимущества и недостатки ана​эробного гликолиза.

     6. Гликогенолиз: ход реакций, конечные продукты, регуляция, значение.

7. Глюконеогенез: определение, субстраты, локализация, ключевые ферменты, регуляция, значение, энергозатраты.

8. Унификация углеводов: определение, локализация, значение.

9. Глюкозо-лактатный цикл. Значение.

       10. Пентозофосфатный путь. Ход реакций в окислительной части. Представление о неокислительной части пентозофосфатного пути. Ключевые ферменты, регуляция. Значение ПФП. Пентозный цикл.

       11. Пути образования и использования глюкозо-6-фосфата.

       12. Регуляция глюкозы крови. Сахарные кривые.

       13. Болезни нарушения углеводного обмена: дисахаридозы, гипо- и гипергликемия, галактоземия, гликогенозы, агликогенозы.

       14. Гетерополисахариды:  гликозаминогликаны (гепарин, гиалуроновая кислота, хондроитинсульфаты), протеогликаны и гликопротеины. Строение, функции.

       15. Неферментативное гликозилирование белков. Значение.

5.1.2. Ситуационные задачи к контрольной работе  по теме «Углеводный обмен»


 1. В норме у здоровых людей активность амилазы в крови низкая. Объясните, почему активность этого фермента повышается при острых панкреатитах и при обострении хронического воспаления поджелудочной железы. Каким методом можно обнаружить амилазу в крови? Опишите принципы определения активности ферментов в тканях и биологических жидкостях.


 2. Напишите схему образования глюкозы из лимонной кислоты (цитрат). Сколько АТФ и цитрата при этом будет затрачено? 


 3. Сколько и каких макроэргов нужно затратить на синтез 10 молекул глюкозы из пирувата? Напишите схему этого процесса.



 4. В клетках печени цикл Кребса и дыхательная цепь полностью ингибированы. Будет ли в этих условиях протекать глюконеогенез? Ответ поясните. Для этого: а) напишите схему глюконеогенеза;                                             б) укажите, скорость каких реакций этого процесса будет снижена и почему.

 5. Окисление глюкозы может происходить в присутствии кислорода (аэробный гликолиз) или при его отсутствии (анаэробный гликолиз). Рассмотрите механизм регенерации НАД+, необходимого для окисления новых молекул глицеральдегидфосфата, и механизм синтеза АТФ в каждом из этих процессов. 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №13)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 

         - решить задачи;


     - подготовить рефераты по следующим темам:



1) Дисахаридозы;




2) Нарушения в обмене фруктозы;




3) Гликогенозы и агликогенозы;




4) Нарушения в обмене глюкозы при сахарном диабете.

Занятие № 13       
1.  Тема «Функции и обмен липидов. Липиды: строение, классификация, функции. Переваривание липидов, липолиз, липогенез. Определение активности липазы в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Липиды – это вещества, которые объединены в один класс одним их свойством. Они не растворяются в воде и в основном имеют биологическое происхождение. Разнообразие веществ этого класса определяет разнообразие их функций. Так, основной функцией жиров является их энергетическое  значение. На данном занятии рассматриваются процессы расщепления и синтеза жиров. Нарушение этих процессов может привести к гипоэнергетическому состоянию, в одних случаях, или к ожирению, в других. Поэтому знание этой темы необходимо при изучении других разделов биохимии, а также курса патологии и фармакологии.
4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
  - учебная:
знать:  липиды, строение, значение; переваривание жира; липолиз и липогенез. Значение и регуляция.

    уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
         владеть: методом определения активности липазы в сыворотке крови.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ЛИПИДЫ ЭТО
1) вещества, не растворимые в воде, но растворимые в неполярных органических растворителях;

2) вещества, состоящие из аминокислот;

3) продукты, образующиеся при анаэробном окислении глюкозы;

4) альдегидоспирты.

2. ТРИАЦИЛГЛИЦЕРИНЫ - ЭТО
1)  эфиры глицерина и фосфорной кислоты;

2) эфиры глицерина и высших жирных кислот;

3) эфиры сфингозина и высших жирных кислот;

4) эфиры глицерина и аминокислот.

3.
ЖИРЫ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:
1) энергетическую;
2) являются резервом эндогенной воды;

3) входят в состав клеточных мембран;

4) необходимы для растворения и всасывания жирорастворимых витаминов;

5) защищают от механических и термических воздействий.

4.
ГЛАВНЫМ ФЕРМЕНТОМ, ПЕРЕВАРИВАЮЩИМ ЖИРЫ У ВЗРОСЛЫХ, ЯВЛЯЕТСЯ
1) амилаза;
2) липаза желудка;

3) пепсин;
4) липаза поджелудочной железы;

5) трипсин.

5.
 В СОСТАВ ГЛИЦЕРОФОСФОЛИПИДОВ ВХОДЯТ:
1) глицерин;
2) жирные кислоты;
3)  фосфорная кислота;

    4) азотистые основания (холин, этаноламин);

   5) азотистые основания (тимин, аденин).

7.
 ГЛАВНОЙ ФУНКЦИЕЙ ЛИПОИДОВ ЯВЛЯЕТСЯ
1) энергетическая;
2) регуляторная;
3) мембранная;
4) механическая.

8.
ЛИПИДЫ НЕ МОГУТ НАХОДИТЬСЯ В КРОВИ В СВОБОДНОМ СОСТОЯНИИ, ТАК КАК
1)
не растворимы в воде;
2) токсичны;
3)
связывают биологически активные вещества крови;
4)
препятствуют свертыванию крови.

9.
ГИДРОЛИЗ - ЭТО
1)
превращение одних изомеров в другие;
2) расщепление связей с помощью воды, когда она присоединяется по месту разрыва этой связи;

3)
расщепление связей с помощью фосфорной кислоты;
4)
перенос электронов от одного вещества к другому.

10.
ГИДРОЛАЗЫ - ЭТО ФЕРМЕНТЫ, КАТАЛИЗИРУЮЩИЕ
1)
перенос химических групп;
2) синтез сложных веществ из простых с затратой АТФ;
3)
расщепление связей с помощью воды;
      4) расщепление связей без помощи воды.

5.2. Основные понятия и положения темы

Липиды – это органические вещества, нерастворимые в воде, но растворимые в неполярных органических растворителях.

Функции жира

1. Энергетическая:  при окислении 1 г жира выделяется около 9,3 ккал энергии.

В сутки человек в среднем употребляет  60-80 г жира, что составляет 35-40% суточного калоригенеза.

2. Резерв эндогенной воды  (1 г жира при окислении дает 1,07 г воды).
3. Жир необходим для растворения и всасывания жирорастворимых витаминов.

4. Содержит незаменимые жирные кислоты.

5. Предшественник других важных соединений 
(жир(  глицерин(  ДОАФ ( глюкоза;  ацетил-КоА участвует в ацетилировании).

6. Защитный барьер, предохраняющий от термических и механических воздействий. 

Функции липоидов

1. Энергетическая (не имеет большого значения).

2. Мембранная:

· избирательная проницаемость;

· участие в активном транспорте;

· упорядочение ферментативных цепей;

· биопотенциалы (не только на нейронах, но и мембранах митохондрий);

· входят в состав рецепторов для гормонов и обеспечивают механизм усиления эффектов;

3. Гормональная (стероидные гормоны; гормоны, производные полиненасы-щенных жирных кислот).

4. Специфические функции:

· обеспечивают устойчивость эритроцитов;

· ганглиозиды связывают токсины и яды.

Переваривание  жира


Переваривание жира (ТГ) происходит под действием ферментов липаз (класса гидролаз), которые расщепляют сложноэфирные связи.


Переваривание жира в ротовой полости не происходит. Установлено, что в слизистой корня языка синтезируется так называемая лингвальная липаза, активность которой не может проявиться в полости рта, и основным местом ее действия является желудок. Оптимум рН для этой липазы находится в области рН 4 – 4,5. Она действует на ТГ, содержащие жирные кислоты (ЖК) с короткой и средней длиной цепи, что характерно для ТГ молока. Таким образом, лингвальная липаза имеет большое  значение у грудных детей. Активность этого фермента у взрослых крайне низкая. 


В  желудке синтезируется собственная липаза, значение которой у взрослых незначительно, так как содержание этой липазы в желудочном соке невелико. Кроме того,  рН  желудочного сока далек от оптимума (рН 5,5-7,5); в желудке нет условий для эмульгирования жира, а липаза может активно действовать только на эмульгированные ТГ. В отличие от взрослых у грудных детей в желудке умеренная кислотность (рН 5,0), жир молока эмульгирован, липаза синтезируется в достаточном количестве и активна. Таким образом, переваривание жира в желудке в основном происходит у детей.


Главным местом переваривания ТГ у взрослых является тонкий кишечник.


На ТГ действует липаза поджелудочного сока. Панкреатическая липаза является гликопротеидом с оптимумом рН 8-9, поступает в верхний отдел тонкой кишки в неактивном состоянии в виде пролипазы. Превращение пролипазы в активный фермент происходит при участии желчных кислот и колипазы (пептид с М.м. 10 кДА). Колипаза присоединяется к пролипазе, что активирует ее и делает устойчивой к действию трипсина.  Липаза расщепляет ТГ, находящиеся в эмульгированном состоянии.  Панкреатическая липаза отщепляет жирные кислоты, находящиеся в ( -положении. Продуктами переваривания жира в кишечнике являются: глицерин, жирные кислоты, а также моноглицерины.

Роль желчных кислот в переваривании жира


1. Активируют панкреатическую липазу.


2. Эмульгируют жир.


3. Необходимы для всасывания продуктов переваривания жира.

Всасывание продуктов переваривания жира


Глицерин и жирные кислоты с короткой цепью хорошо растворимы в воде, поэтому легко всасываются стенкой кишечника. Для жирных кислот с длинной цепью (не растворимых в воде) необходимо в начале создать растворимую форму. Для этого жирные кислоты связываются с желчными кислотами (1:3), образуя холеиновые кислоты, которые легко всасываются. В виде холеиновых комплексов всасываются моно- ди- и триацилглицерины ( последние в небольших количествах). Внутри эпителиальных клеток кишечника происходит ресинтез жира в основном из моноацилглицеринов и жирных кислот. 


Ресинтез жира – это синтез жира, свойственного данному организму.  Не все жирные кислоты могут этерифицироваться. В неизменном виде они поступают в кровь, где связываются с альбуминами и в таком виде разносятся кровью органам и тканям. Свободные жирные кислоты называются  неэстерифицированными или НЭЖК.

Хиломикроны  и  пути их использования

       Образованные в эпителиальных клетках ТГ  покрываются оболочкой из белка и фосфолипида. В результате образуются  хиломикроны (ХМ). ХМ – это микроскопические липопротеидные частицы диаметром около 500 нм. 



В составе ХМ 1-2% белка и 98-99% липидов, из которых 88% ТГ, 8% - ФЛ (фосфолипидов) и 4% ХС (холестерина). 90% ТГ пищевого происхождения транспортируется в виде ХМ, оставшиеся 10% поглощаются в виде жирных кислот. НЭЖК переносятся в печень, там они либо окисляются, либо идут на синтез липидов. Печень характеризуется ограниченной способностью к запасанию ТГ и, даже  небольшой их избыток секретируется в виде ЛПОНП (липопротеинов очень низкой плотности). В отличие от ХМ ЛПОНП содержат 10% белка и 90% липидов. 


Таким образом, ХМ и ЛПОНП являются транспортными формами. ХМ транспортируют экзогенные липиды, а ЛПОНП – липиды, синтезированные в печени. 70% ХМ поступает в лимфу, а 30% - прямо в кровеносные капилляры. Появление "молочного" вида у плазмы крови после приема жирной пищи обязано наличию в ней ХМ (т.н. хилезная кровь).

Пути использования хиломикронов

ХМ расщепляются липопротеинлипазой (ЛПЛ-за), которая действует на триглицеридную часть. Этот фермент располагается в поверхностном слое эндотелиальных клеток капилляров, особенно жировой ткани, лактирующей молочной железы, скелетной и сердечной мышц. ТГ хиломикронов расщепляются на глицерин и жирные кислоты. В ХМ липида становится меньше, плотность такой частицы повышается, она превращается в, так называемый, остаточный ХМ. ЛПЛ-за активируется гепарином.  Остаточный ХМ переносится в печень, где метаболизируется. Образовавшиеся в этом процессе НЭЖК в тканях сердца и мышц поглощаются и окисляются. 


Содержание липидов в кровотоке может понижаться вследствие откладывания их в различных тканях. Способность откладывать жир  характерно для всех тканей, кроме мозга. Главную роль в обмене липидов играют жировые ткани и печень. Примерно 65% веса жировой ткани приходится на ТГ. Количество жировой ткани нарастает с возрастом. Различают белую жировую ткань  (подкожная жировая ткань и сальник) и бурую жировую ткань (находится в межлопаточной области). Белый жир является источником глицерина и жирных кислот. Бурый жир выполняет термогенную функцию, так как в нем жир сгорает с образованием  воды,  углекислого газа и тепла. Много бурого жира у новорожденных и у зимоспящих животных.

Липолиз


Липолиз – это расщепление жира до глицерина и жирных кислот. Катализируется триглицеринлипазой, диглицеринлипазой и моноглицеринлипазой, которые действую соответственно на ТГ, ДГ и МГ. Триглицеринлипаза является лимитирующим ферментом липолиза. Она имеет две формы: фосфорилированную (активную) и нефосфорилированную (неактивную). Превращение неактивной формы в активную происходит под влиянием протеинкиназы. Протеинкиназа, в свою очередь, активируется в результате присоединения к ее аллостерическим центрам цАМФ. 

 
Регуляция липолиза  происходит под действием гормонов. 


Активируют липолиз: катехоламины, глюкагон, СТГ, АКТГ, тироксин, липотропин гипофиза, цАМФ.  


Ингибирует липолиз инсулин.

Липогенез


Липогенез – это синтез жира. Для синтеза жира необходимы глицерин и жирные кислоты в активных формах. Активной формой глицерина является 3-фосфоглицерол (α-глиицерофосфат). Активной формой жирной кислоты является ацил-КоА.


В жировой ткани 3-фосфоглицерол образуется из ДОАФ путем гидрирования под действием глицерофосфатдегидрогеназы с затратой НАДН. Таким образом, синтез жира в жировой ткани происходит из углеводов. В печени и почках  3-фосфоглицерол образуется путем фосфорилирования глицерина под действием глицеролкиназы с затратой АТФ.


Ацил-КоА образуется при взаимодействии жирной кислоты с НSКоА с затратой АТФ под влиянием ацил-КоА-синтетазы. Сборка триглицерида происходит из 3-фосфоглицерола и ацилов-КоА под действием ацилтрансферазы, (ход реакций смотрите в учебнике или лекции).


  Ингибируют липогенез КА, СТГ, ЙТ, АКТГ, АДФ. Активируют – инсулин, эстрогены и АДФ.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

     - Липиды. Классификация. 

  
 - Строение и физико-химические свойства жира.

     - Эмульгирование жира.

     - Гидролазы.

     - Функции липидов.

     - Переваривание и всасывание липидов. Особенности переваривания липидов у детей.

     - Ресинтез жира. Значение.

     - Хиломикроны. Строение. Значение. Метаболизм.

     - Жировые депо.  

     - Липолиз. Ход реакций. Регуляция.  

5.3.2. Лабораторная работа
Определение активности липазы в сыворотке крови.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 2 мл и 0,1 мл.

	
	3.
	Термостат.


	Реактивы: 
	1.
	Дистиллированная вода. 

	
	2.
	Трис-буфер рН 8,0.   

	
	3.
	Эмульсия масла.   

	
	4.
	 Фенофталеин.

	
	5.
	 0,05 Н NaOH.

	
	6.
	Этанол.

	
	7.
	Сыворотка.


            Принцип метода. В качестве субстрата для липазы используют эмульсию растительного масла. Мерой активности фермента служит количество освободившихся жирных кислот, которые оттитровываются щелочью.

          Ход работы. В 2 пробирки наливают по 0,25 мл дист. воды, 1,3 мл эмульсии масла и 0,1 мл трис-буфера рН 8,0. В одну пробирку (опытную) добавляют 0,1 мл сыворотки, вторая служит контролем. Опытную пробирку встряхивают и помещают в термостат при 37ОС на 15 мин. За это время в контрольную пробирку добавляют 1 каплю фенолфталеина и титруют 0,05Н NаОН до слабо-розового окрашивания.

Расчет активности липазы проводят по формуле: (О-К)(10 = единиц активности липазы в 1 мл сыворотки, где О – количество щелочи, пошедшей на титрование опытной пробы, 10 – коэффициент пересчета на 1 мл сыворотки.
Норма активности липазы в сыворотке от 0,5 до 1,5 единиц.

Диагностическое значение определения активности липазы.

Активность липазы в сыворотке может резко повышаться при заболеваниях поджелудочной железы, особенно при остром панкреатите; при хроническом заболевании желчных путей; при пептической язве, перфорирующей в поджелудочную железу. Снижаться активность липазы может при кислотном фиброзе поджелудочной железы.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
      1. Что такое "гиперлипемия"?

      2. Когда гиперлипемия считается физиологическим явлением? При каких патологиях   повышается содержание липидов в сыворотке крови?

3. Что такое липаза? Назовите места образования липаз в ЖКТ. 

4. Расскажите о принципе метода определения активности липазы в сыворотке крови. 

5. Какое заболевание характеризуется резким повышением липазы в крови? Почему?

6. Когда снижается активность липазы в крови? 

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. У больного при зондировании 12-перстной кишки установлена задержка оттока желчи из желчного пузыря. Влияет ли это на переваривание жиров?

2. В крови пациента отмечено повышение содержания липидов. Как называется это состояние? Не может ли оно зависеть от нарушения  правил взятия крови на анализ?

3.  Какие липиды и в какой форме можно обнаружить в крови человека через 5 часов после того, как он съел жирные котлеты?

4. В молоке жир эмульгирован, желудочная липаза у детей активна. Нужны ли в этих условиях желчные кислоты?

5. В организме человека примерно 4 г желчных кислот. За сутки они совершают в среднем 6 оборотов между печенью и ЖКТ. За каждый оборот реабсорбируется примерно 96% желчных кислот. Сколько граммов желчных кислот синтезируется ежедневно?

5.4.3. Тесты 

1. ЛИПИДЫ – ЭТО


1) вещества, не растворимые в воде, но растворимые в неполярных органических растворителях;

2) вещества, состоящие из аминокислот;


3) продукты, образующиеся при анаэробном окислении глюкозы;


4) альдегидоспирты.

2.  ОМЫЛЯЕМЫЕ ЛИПИДЫ ОТЛИЧАЮТСЯ ОТ НЕОМЫЛЯЕМЫХ ТЕМ, ЧТО


1) подвергаются гидролизу;


2) содержат сложноэфирную связь;


3) содержат водородную связь;


4) содержат тиоэфирную связь.

3. ТРИАЦИЛГЛИЦЕРИНЫ – ЭТО


1) эфиры глицерина и фосфорной кислоты;


2) эфиры глицерина и высших жирных кислот;


3) эфиры сфингозина и высших жирных кислот;


4) эфиры глицерина и аминокислот.

4.  ЖИРЫ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:


1) энергетическую;


2) являются резервом эндогенной воды;


3) входят в состав клеточных мембран;


4) необходимы для растворения и всасывания жирорастворимых 

            витаминов;


5) защищают от механических и термических воздействий.

5.  ГЛАВНОЙ ФУНКЦИЕЙ ЛИПОИДОВ ЯВЛЯЕТСЯ


1) энергетическая;


2) регуляторная;


3) мембранная;


4) механическая.

6. ГЛАВНЫМ ФЕРМЕНТОМ, ПЕРЕВАРИВАЮЩИМ ЖИРЫ У ВЗРОСЛЫХ, ЯВЛЯЕТСЯ


1) амилаза;

 
2) липаза желудка;


3) пепсин;


4) липаза поджелудочной железы;


5) трипсин. 

7.   ХОЛЕЦИСТОКИНИН ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:


1) является ферментом;


2) стимулирует освобождение поджелудочной липазы;


3) стимулирует освобождение желчных кислот;


4) является витамином.

  8.  ЖЕЛЧНЫЕ КИСЛОТЫ НЕОБХОДИМЫ ДЛЯ:


1) эмульгирования углеводов;


2) эмульгирования  жира;


3) активации липазы поджелудочной железы;


4) всасывания жирных кислот с короткой цепью;


5) всасывания жирных кислот с длинной цепью;


6) всасывания моно-, ди- и триацилглицеринов.

  9.  РЕСИНТЕЗ ЖИРА – ЭТО

1) синтез фосфолипидов;


2) синтез триацилглицеринов, свойственных данному организму;


3) синтез эфиров холестерина;


4) синтез гликолипидов.

10.  ЛИПИДЫ НЕ МОГУТ НАХОДИТЬСЯ В КРОВИ В СВОБОДНОМ СОСТОЯНИИ, ТАК КАК


1) не растворимы в воде;


2) токсичны;


3) связывают биологически активные вещества крови;


4) препятствуют свертыванию крови.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №14)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой

7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

7.2. Темы  рефератов:

- Переваривание сложных омыляемых липидов.


- Патология переваривания и всасывания липидов.

Занятие № 14       
1. Тема «Обмен жирных кислот,глицерина и кетоновых тел. Определение ЛПНП и кетоновых тел в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы:  имеет значение для изучения энергетического обмена.
4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
  - учебная:
        знать:  глицерин, пути использования; обмен жирных кислот, ход реакций, регуляция; источники и пути использования ацетил-КоА; кетогенез. Значение кетоновых тел.

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
       владеть: методами определения ЛПНП и кетоновых тел.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.  ЛИПИДЫ ЭТО
           1) вещества, не растворимые в воде, но растворимые в неполярных органических растворителях;

2) вещества, состоящие из аминокислот;

3) продукты, образующиеся при анаэробном окислении глюкозы;

4) альдегидоспирты.

 2.
ГЛАВНЫМ ФЕРМЕНТОМ, ПЕРЕВАРИВАЮЩИМ ЖИРЫ У ВЗРОСЛЫХ, ЯВЛЯЕТСЯ
1)  амилаза;
2) липаза желудка;

3)  пепсин;
4)  липаза поджелудочной железы;

5) трипсин.

3.
 ХИЛОМИКРОНЫ - ЭТО
1)  гликолипиды;

2)  липопротеины;

3)  металлолипиды;
4)  гормоны;
5) ферменты.

4.
 ЛИПОЛИЗ ОТЛИЧАЕТСЯ ОТ ПЕРЕВАРИВАНИЯ ЖИРА В ЖКТ:
1) регуляцией;
2) локализацией;

3) ферментами;

4)  продуктами.

5.
 ЖИРЫ, СИНТЕЗИРОВАННЫЕ В ПЕЧЕНИ, ПОСТУПАЮТ В КРОВЬ В СОСТАВЕ
1) хиломикронов;

2) ЛПОНП;

        3) ЛПНП.

6.
 БЕЛАЯ ЖИРОВАЯ ТКАНЬ
1) выполняет регуляторную функцию;

2) является депо жира;

3) является депо гликогена.

7.
 ГЛАВНОЙ ФУНКЦИЕЙ ЛИПОИДОВ ЯВЛЯЕТСЯ
1) энергетическая;
2) регуляторная;
3)  мембранная;
4) механическая.

8.
 ЛИПОЛИЗ ЯВЛЯЕТСЯ
1) является источником энергии;
2) источником НЭЖК;
3) источником витаминов;
4) источником углеводов.

9.
  ЛИПОГЕНЕЗ
1)  имеет регуляторное значение;
2) имеет структурообразовательное значение;
3)  является резервом эндогенной воды;
4)  позволяет запасти энергетический материал впрок.

10. РЕСИНТЕЗ ЖИРА - ЭТО
1) синтез фосфолипидов;
2) синтез триацилглицеринов, свойственных данному организму;
3) синтез эфиров холестерина;
4) синтез гликолипидов.

5.2. Основные понятия и положения темы
Обмен глицерина

 В зависимости от типа ткани, куда он поступает, глицерин может:

1. окисляться до СО2  и Н2О с образованием 21 АТФ (см лекцию);

2. использоваться в синтезе липидов (ТГ и ФЛ);

3. использоваться на синтез глюкозы в глюконеогенезе.
Окисление жирных кислот


Происходит в митохондриях. Активная форма жирных кислот ацилКоА образуется в цитоплазме  под действием ацилКоА-синтетазы. 

            Жирная кислота  +  НSКоА  + АТФ             Ацил-КоА  +  АМФ +  РР


Мембрана митохондрий не пропускает жирные кислоты. Для переноса жирных кислот в митохондрии существует специальный переносчик – карнитин. С помощью фермента карнитинацилтрансферазы-1 остаток жирной кислоты (ацил) переносится на карнитин, в результате образуется ацилкарнитин, способный проникать в митохондрии. В митохондриях комплекс ацилкарнитин распадается, освободившийся ацил присоединяется к НSКоА с образованием ацилКоА с помощью карнитинацилтрансферазы-2. Карнитин возвращается в цитоплазму за новой молекулой жирной кислоты. Легче всего окисляют жирные кислоты те ткани, где много карнитина, например, в таких органах, как сердце, скелетные мышцы, почки. 


Ход реакций β-окисления жирных кислот смотрите в учебнике или  лекции.


Окисление жирных кислот является  циклическим процессом.  В результате  одного цикла (витка) жирная кислота укорачивается на два углеродных атома, при этом  в ходе окислительно-восстановительных реакций образуются НАДН и ФАДН2. Количество витков рассчитывается по формуле: количество атомов углерода в кислоте делят на 2 и отнимают 1. 


Пример: окисление пальмитиновой кислоты (С16) происходит за 7 витков, при этом образуется 8 молекул ацетилКоА, 7 ФАДН2 и 7 НАДН2. Дальнейшее окисление образовавшихся продуктов приводит к образованию 130 молекул АТФ. 


Окисление трипальмитина до углекислого газа и воды сопровождается выделением 390 АТФ + 21 АТФ = 411 АТФ. Таким образом, окисление жира энергетически выгоднее, чем окисление глюкозы (38 АТФ). Чем тяжелее работа, в чем более холодных условиях живет человек, тем больше жира окисляется. 


Энергетическая роль жирных кислот в разных тканях различна. Так, для миокарда окисление жирных кислот дает 70% энергии, для мышечной ткани – 50%, в головном мозге они не окисляются. 
Регуляция β-окисления

   
Ключевым процессом является поступление жирных кислот в митохондрии. Карнитинцилтрансфераза-1 является аллостерическим ферментом, аллостерическим ингибитором которого является малонилКоА.  КА, СТГ – активируют, инсулин – тормозит окисление жирных кислот.

Синтез жирных кислот


Происходит главным образом в жировой ткани, молочной железе и печени. Местом синтеза жирных кислот является цитоплазма. Для синтеза жирных кислот необходимы СО2, ацетил-КоА, АТФ и НАДФН. Синтез жирных кислот происходит циклически. В начале каждого цикла из ацетилКоА и углекислого газа с затратой АТФ образуется малонилКоА. Ход реакций смотрите в учебнике или лекции. 


Итак, для синтеза одной молекулы С16 потребуется 8 молекул ацетил-КоА, (из которых 7 проходят стадию образования малонил-КоА), 7 АТФ и 14 НАДФН.   

Регуляция синтеза жирных кислот

  
Лимитирующим ферментом является ацетил-КоАкарбоксилаза. Аллостерические активаторы – АТФ и цитрат, ингибиторы – жирные кислоты с длинной цепью. Инсулин, эстрогены активируют, катехоламины и стресс ингибируют синтез жирных кислот.  

Пути образования и использования ацетил-КоА

Пути образования ацетил-КоА

1. Из пирувата в ходе пируватдегидрогеназной реакции. Этот путь преобладает при кратковременной и напряженной мышечной работе. 


2. β-окисление жирных кислот. Преобладает в следующих ситуациях: длительная мышечная работа, холод, голод, беременность, сахарный диабет.  

Пути использования ацетил-КоА


90% ацетил-КоА окисляется в цикле Кребса, 9% используется в синтезе жирных кислот и 1% идет на синтез холестерина и кетоновых тел. Путь использования ацетил-КоА зависит от энергообеспеченности клетки. Так, в спокойной обстановке, когда много АТФ, ускоряется синтез жирных кислот (активируется ацетил-КоАкарбоксилаза). АТФ тормозит цикл Кребса, и в результате ацетил-КоА не используется по главному пути своего метаболизма . Усилен пентозофосфатный путь – поставщик НАДФН для синтеза жирных кислот. Основным гормоном в этих условиях является инсулин. 

 
Когда испытывается недостаток АТФ, например, при напряженной работе, ацетилКоА, главным образом, используется в цикле Кребса. В этих условиях в кровь выбрасывается много катехоламинов, которые активируют триглицеринлипазу, то есть липолиз, что приводит к образованию жирных кислот и глицерина. Жирные кислоты тормозят ацетил-КоАкарбоксилазу и, следовательно, синтез жирных кислот. Этому способствует также торможение пентозофосфатного пути. 

Кетоновые тела и их функции

   
Под кетоновыми телами понимают три вещества: ацетоацетат,  β- гидроксибутират и ацетон. Кетоновые тела образуются в печени и выполняют следующие функции: 


1. Энергетическая. Кетоновые тела являются важным источником энергии для периферических тканей (мышцы, почки и др.), когда необходимо сохранить глюкозу для головного мозга. Это бывает при длительной мышечной работе, сахарном диабете и голодании. При длительном голодании, сахарном диабете кетоновые тела потребляет также головной мозг. 

2.  Кетоновые тела необходимы для образования миелиновых оболочек нервов и белого вещества головного мозга. 

   
Накопление кетоновых тел в организме называется кетозом. Кетоз сопровождается кетонемией и кетонурией. Кетоз бывает физиологическим и патологическим. Физиологический кетоз возникает при голодании, длительной мышечной работе и у новорожденных, патологический – при сахарном диабете. 


Накоплению кетоновых тел способствуют катехоламины и СТГ.  Инсулин  снижает синтез кетоновых тел. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

        - Окисление жирных кислот. Ход реакций. Регуляция.


- Синтез жирных кислот. Ход реакций. Регуляция.


- Обмен глицерина.

- Источники и пути использования ацетил-КоА.


- Кетоновые тела. Синтез. Значение. Регуляция. 


- Кетоз. Причины кетоза. Значение. 

5.3.2. Лабораторная работа
1. Определение содержания ЛПНП  ((-липопротеинов) в сыворотке крови

	Оборудование:  
	1.
	 Штатив с пробирками.

	
	2.
	 Пипетки на 2 мл, 1 мл и 0,2 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 5 мм.

	
	5. 
	 Стеклянная палочка. 


	Реактивы: 
	1.
	 0,025 М СаСl2

	
	2.  
	 Дистиллированная вода.

	
	3.
	 1% раствор гепарина.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. (-липопротеины образуют с гепарином комплекс, который в присутствии хлористого кальция выпадает в осадок. По степени помутнения раствора судят о концентрации (-липопротеинов.

Ход работы. В пробирку с 2 мл 0,025 М хлористого кальция приливают 0,2 мл сыворотки, тщательно перемешивают стеклянной палочкой и определяют оптическую плотность (Е1) при красном светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против воды. Затем в пробу добавляют 0,04 мл 1% раствора гепарина и точно через 4 мин, тщательно перемешав пробу, вновь измеряют оптическую плотность (Е2) при тех же условиях.

Количество (-липопротеинов определяют по формуле: (Е2 - Е1)(10=г/л

Нормальное содержание (-липопротеинов в сыворотке – 3,0-4,5 г/л.

            Диагностическое значение определения (-липопротеинов в крови

Возрастание содержания (-липопротеинов – наиболее часто встречающееся отклонение от нормы в спектре липопротеинов. Оно бывает при атеросклерозе, сахарном диабете, гипотериозе, некоторых острых гепатитах, при резкой гипопротеинемии, гликогенозной болезни и других состояниях.

2. Определение кетоновых тел в моче.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Мерная пробирка на 10 мл.

	
	3.
	Глазные пипетки.

	
	  
	 

	
	 
	 


	Реактивы: 
	1.
	Кристаллический  сульфат аммония.

	
	2.
	5% раствор нитропруссида натрия.

	
	3.
	 Моча.

	
	   
	 


Принцип метода. Кетоновые тела (ацетон и (-кетомасляная кислота) образуют с нитропруссидом натрия в щелочной среде комплексный анион, окрашенный в красно-бурый цвет. Реакция очень чувствительна.


Ход работы. В пробирку наливают 5 мл мочи и добавляют порошок сульфата аммония до насыщения. Вносят 2-3 капли концентрированного аммиака и 5 капель 5% раствора нитропруссида натрия. Встряхивают. При наличии кетоновых тел появляется темно-красная или фиолетовая окраска. В норме за сутки с мочой выводится около 40 мл кетоновых тел. Такое количество нитропруссидной реакцией не определяется.

          Диагностическое значение определения кетоновых тел


Чаще всего кетонурия наблюдается при сахарном диабете (до 10-50 г в сутки).  Кетоновые тела выделяются с мочой при голодании, исключении углеводов из пищи. Кетонурия наблюдается также при заболеваниях, связанных с усиленным расходом углеводов: при тиреотоксикозе, почечной глюкозурии. Кетонурия имеет место при раздражении и возбуждении ЦНС, 


В раннем детском возрасте продолжительные заболевания ЖКТ (дизентерия, токсикозы) могут вызвать кетонемию и кетонурию в результате голода и истощения. Неправильное питание в раннем детском возрасте может вызвать кетонемию гораздо быстрее, чем у взрослого. Кетонурия нередко наблюдается при инфекционных заболеваниях – скарлатине, гриппе, туберкулезе, менингите. При этих заболеваниях кетонурия не имеет диагностического значения, является вторичным явлением.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
· Что такое ЛПНП? Каковы их функции?

· Каков принцип метода определения ЛПНП?

· Для диагностики каких заболеваний используется определение ЛПНП? 

· Назовите причины повышения содержания кетоновых тел в крови. 

· Какие виды кетоза вы знаете? 

- Почему кетоз приводит к метаболическому ацидозу?

     - Чем опасен кетоацидоз?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Сколько АТФ потребуется для синтеза трипальмитина из глицерина и пальмитиновой кислоты? 

2. Экспериментально доказано, что жирные кислоты – естественное энергетическое "горючее" для сердца. Подсчитайте и сравните энергетический эффект аэробного окисления глюкозы и пальмитиновой кислоты. 

3. Синтезируйте бутановую кислоту. Сколько и каких веществ для этого потребуется? 

4. Сколько молекул ацетил-КоА надо окислить до углекислого газа и воды, чтобы покрыть энергетические затраты на синтез 3 молекул стеариновой кислоты? 

5. У пациента в крови и моче резко повышено содержание кетоновых тел. Какие данные необходимы для уточнения  причин этого повышения?

5.4.3. Тесты 

1. ГЛИЦЕРОФОСФАТ ПОДВЕРГАЕТСЯ СЛЕДУЮЩИМ ПРЕВРАЩЕНИЯМ:


1) дегидрированию с образованием ДОАФ;


2) ацилированию с образованием фосфатидной кислоты;


3) метилированию;


4) аминированию.

2. ПРИ ОКИСЛЕНИИ ГЛИЦЕРИНА ДО УГЛЕКИСЛОГО ГАЗА И ВОДЫ ОБРАЗУЕТСЯ

        1) 3 АТФ;

        2) 21 АТФ;


 3) 36 АТФ;


 4) 18 АТФ.

3. ОКИСЛЕНИЕ ЖИРНЫХ КИСЛОТ В КЛЕТКЕ ЛОКАЛИЗОВАНО

        1) в лизосомах;


 2) в митохондриях;


 3) в ядре;


 4) в эндоплазматическом ретикулуме.

4. АКТИВНАЯ ЖИРНАЯ КИСЛОТА – ЭТО


1) ее тиоэфир;


2) фосфорный эфир;

3) метилированное производное;

          4) аденилированный продукт.

5. ДЛЯ АКТИВАЦИИ ЖИРНОЙ КИСЛОТЫ НЕОБХОДИМЫ:


1) НSКоА;


2) глюкоза;


3) АТФ;


4) ацил-КоАсинтетаза;


5) ацетил-КоАкарбоксилаза.

6.  ( - ОКИСЛЕНИЕ СТЕАРИНОВОЙ КИСЛОТЫ ПРОИЗОЙДЕТ  ЗА


1) 9 витков;


2) 8 витков;


3) 3 витка;


4) 17 витков.

7. ПРОДУКТАМИ  (-ОКИСЛЕНИЯ СТЕАРИНОВОЙ КИСЛОТЫ ЯВЛЯЮТСЯ:


1) 9 молекул ацетил-КоА;


2) 8 НАДН;


3) 8 ФАДН2;


4)  Н2О.

8. КЛЮЧЕВЫМ ФЕРМЕНТОМ  (-ОКИСЛЕНИЯ ЖИРНЫХ КИСЛОТ ЯВЛЯЕТСЯ


1) ацетил-КоАкарбоксилаза;


2) карнитинацилтрансфераза-1;


3) ацил-КоАдегидрогеназа;


4) тиолаза.

9. Путями использования ацетил-коа являются:


1) цикл Кребса;


2) синтез жирных кислот;


3) ацилирование глицерина;


4) синтез кетоновых тел;


5) синтез холестерина;


6) синтез карнитина.

10. ДЛЯ СИНТЕЗА ЖИРНЫХ КИСЛОТ ТРЕБУЮТСЯ:


1) глюкозо-6-фосфат;


2) ацетил-КоА;


3) АТФ;


4) аммиак;


5) НАДН;


6) НАДФН.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №15)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой. 

       - изучить методику выполнения лабораторной работы;


   - решить задачи;


   - подготовить обучающую программу по теме занятия (по желанию студентов) или реферат. 

        Темы рефератов:

1. Жирные кислоты как источники энергии в разных органах.

2. Кетоновые тела. Значение для организма.
Занятие № 15       
1.
Тема «Обмен холестерина. Липиды крови. Патология липидного обмена. Биохимическая диагностика атеросклероза. Определение холестерина в сыворотке крови».
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы:   Холестерин является главным стероидом, в организме из него образуются стероидные гормоны, желчные кислоты, витамин D. Он входит в состав всех клеточных мембран. Однако избыток этого вещества  приводит к атеросклерозу – патологии, которой не удается избежать практически никому. Атеросклероз – заболевание, осложнения которого являются причиной инвалидности или смерти большого количества людей в развитых странах. Поэтому будущему специалисту необходимо знать биохимические причины возникновения атеросклероза, факторы риска для его развития, биохимическую диагностику этого заболевания.

4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
- учебная:
          знать: холестерин, строение, источники в организме, биологическое значение; липиды крови; патологии липидного обмена.

  уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
         владеть: методом определения холестерина в сыворотке крови. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.  БИОХИМИЧЕСКИМИ ПРИЧИНАМИ АТЕРОСКЛЕРОЗА ЯВЛЯЮТСЯ:


1) повышение содержания в крови атерогенных липопротеинов;


2) снижение чувствительности рецепторов к ЛПНП;


3) снижение активности липопротеинлипазы;


4) снижение содержания в крови ЛПВП;


5) повышение содержания кетоновых тел.

2.  РАЗВИТИЮ АТЕРОСКЛЕРОЗА ПРЕПЯТСТВУЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФАКТОРЫ:


1) гиподинамия;


2) физическая работа;


3) гипотиреоз;


5) гипертиреоз;


6) эстрогены;


7) андрогены.

3.  В СИНТЕЗЕ ХОЛЕСТЕРИНА ЛИМИТИРУЮЩИМ ФЕРМЕНТОМ ЯВЛЯЕТСЯ

1) холестеролредуктаза;


2) ГМГКоА-редуктаза;


3) фосфолипаза;


4) изомераза.

4.  ХОЛЕСТЕРИН ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:

1) входит в состав клеточных  мембран;


2) необходим для синтеза стероидных гормонов;


3) необходим для синтеза витамина Д;


4) необходим для синтеза желчных кислот;


5)  необходим для синтеза простаноидов.

5.  ХОЛЕСТЕРИН В ОСНОВНОМ СИНТЕЗИРУЕТСЯ В

1) коже;


2) печени;


3) ЖКТ;


4) сердце; 


5) жировой ткани.

6. ОЖИРЕНИЕ ВЫЗЫВАЮТ:

1) усиление липолиза;


2) торможение липолиза;


3) усиление липогенеза;


4) гиподинамия;


5) переедание;


6) тяжелая мышечная работа.

7. ЛИПОПРОТЕИНЛИПАЗА НАХОДИТСЯ В:

1) печени;


2) жировой ткани;


3) сердечной ткани;


4) головном мозге;


5) почках.

8. АЦЕТИЛ-КОА ИЗ МИТОХОНДРИЙ  В ЦИТОЗОЛЬ ПЕРЕНОСИТСЯ В СОСТАВЕ

1) цитрата;


2) оксалоацетата;


3) 2-оксоглутарата;


4) сукцината.

10. АЦЕТИЛ-КОА ОБРАЗУЕТСЯ ИЗ:


1) глицерина;


2) пирувата;


3) жирных кислот;


4) холестерина;


5) кетоновых тел.

5.2. Основные понятия и положения темы

Источники холестерина:



- пищевые продукты (желток куриного яйца, головной мозг, печень, сливочное масло и др.);



- синтез из ацетил-КоА (см. в учебнике или лекции).


Всасывание холестерина из кишечника происходит с участием желчных кислот. После всасывания большая часть холестерина  этерифицируется жирными кислотами с образованием стеридов, которые входят в состав липопротеидов. 


Синтез холестерина происходит из  ацетил-КоА с затратой  НАДФН и     АТФ. 80% холестерина синтезируются в печени, 10% - в тонком кишечнике, 5% - в коже. Лимитирующим ферментом синтеза холестерина является ГМГКоА-редуктаза. Активируют синтез: КА, СТГ, ГКС, андрогены, насыщенные жирные кислоты, любые виды стресса, пища, богатая углеводами. Снижают синтез холестерина: инсулин, тироксин, эстрогены, холестерин, полиненасыщенные  жирные кислоты, мышечная работа. 

                         Роль холестерина в организме


1. Входит в состав всех клеточных мембран и обеспечивает их текучесть. 


2. В печени используется для синтеза желчных кислот. 


3. В коже под действием ультрафиолета из него образуется витамин D.


4. В эндокринных железах используется на синтез стероидных гормонов (половые, минералокортикостероиды, глюкокортикостероиды).

Липопротеиды


  Содержат гидрофобное ядро (ТГ и холестериды) и гидрофильную оболочку (холестерин, фосфолипиды, белки). 

Классификация липопротеидов основана на различной их плотности (чем больше липидов, тем меньше плотность). 

Классы липопротеидов:

· хиломикроны (ХМ) содержат 1% белка и 99% липидов. Это самые гидрофобные липопротеиды, имеют наименьшую плотность, не обладают электрофоретической подвижностью. Образуются в стенке кишечника. Являются главной формой транспорта пищевых липидов. Это самые крупные частицы. Исчезают из кровяного русла через 1 - 2 часа после еды. Метаболизируются липопротеидлипазой. 

· пре β-липопротеиды (или ЛПОНП). Содержат 10% белка, 90% липидов. Образуются в печени и очень мало – в тощем кишечнике, являются транспортной формой эндогенных липидов в жировую ткань. Те из них, которые не попадают в жировую ткань, превращаются в кровяном русле в липопротеиды низкой плотности (ЛПНП), богатые эфирами холестерина. Это превращение катализируется липопротеидлипазой. 

· β-липопротеиды (ЛПНП). Содержат около 25% белка и 75% липидов. Главным компонентом  является холестерин (примерно 50%) в виде эфиров с линолевой кислотой и фосфолипиды. У здоровых людей до 2/3 всего холестерина плазмы находится в составе ЛПНП. Они являются главным  поставщиком холестерина в ткани. ЛПНП регулируют синтез холестерина de novo. Большинство ЛПНП являются продуктами расщепления ЛПОНП липопротеидлипазой. На клеточных мембранах имеются рецепторы для ЛПНП. В клетки ЛПНП проникают путем эндоцитоза.  

· α-липопротеиды (ЛПВП) содержат 50% белков, 25% фосфолипидов, 20% эфиров холестерина и очень мало триацилглицеринов. Образуются главным образом в печени. ЛПВП образуют комплексы с ферментом лецитинхолестеролацилтрансферазой (ЛХАТ). С помощью этого фермента свободный холестерин ЛПВП превращается в эфир (холестерид). Холестерид является гидрофобным соединением, поэтому перемещается в ядро ЛПВП. Источником жирной кислоты для этерификации холестерина является лецитин (фосфатидилхолин). Таким образом, ЛПВП, благодаря ЛХАТ, забирают холестерин от других липопротеидов и транспортируют его в печень, предотвращая накопление его в клетках. ЛПОНП и ЛПНП считают атерогенными, то есть вызывающими атеросклероз.  ЛПВП  - антитиатерогенными. 


Липопротеиды в крови имеются постоянно, но их концентрация меняется в зависимости от ритма питания. После приема пищи концентрация липопротеидов повышается. Повышение липопротеидов называется гиперлипопротеидемией. Главная опасность этого состояния связана с тем, что повышается вероятность возникновения атеросклероза. Вероятность заболевания тем выше, чем больше отношение ЛПНП к ЛПВП в крови. 






Атеросклероз

  
Это патология, которая характеризуется отложением, главным образом, холестерина в стенке крупных сосудов (аорта, коронарные сосуды, сосуды мозга и т.д.) с образованием вначале пятен, полосок. Затем на их месте образуются утолщения (атеросклеротические бляшки). Эти липидные бляшки являются своеобразным инородным телом, вокруг которого развивается соединительная ткань, затем наступает кальцификация пораженного участка сосуда. Сосуды становятся неэластичными, плотными, ухудшается кровоснабжение ткани, а на месте бляшек могут возникать тромбы. В стенке сосудов есть два защитных механизма от избыточного отложения холестерина:


1.  Работа липопротеидлипазы, которая расщепляет жир липопротеидов, делает их меньше по размеру;

2.  ЛПВП, которые уносят холестерин.
Биохимические причины атеросклероза

1. Увеличение атерогенных липопротеидов (ЛПОНП и ЛПНП).

2. Снижение ЛПВП.

3. Снижение активности липопротеидлипазы, в результате которого липопротеиды не расщепляются и накапливаются в сосуде.

4. Снижение количества рецепторов к ЛПНП. Эти рецепторы находятся в основном в печени. Когда их мало, ЛПНП не захватываются печенью и остаются в кровотоке. 

                    Факторы риска для развития атеросклероза

1.   Курение.
2.   Стресс.

3.  Переедание (пища, богатая насыщенными жирными кислотами и углеводами).

4.   Эндокринные факторы:

· гипотиреоз;

· сахарный диабет;

· андрогены;

· климакс;

· гиперфункция гипофиза;

· гиперфункция надпочечников.

5.   Хронические гипоксии.

6.   Гиподинамия.

7.   Семейно-наследственные факторы.


Степень развития атеросклероза можно оценить по коэффициенту атерогенности: 
общий холестерин – холестерин ЛПВП

холестерин ЛПВП

       У здоровых людей это соотношение не должно превышать 3.  Если выше – имеется риск ИБС. 

Ожирение


У нормально упитанного человека жиры составляют около 15% массы тела. При сбалансированном питании количество жира в организме не изменяется. При этом жиры жировой ткани все время обновляются, то есть одновременно идут липолиз и липогенез с равными скоростями. В результате жиры жировой ткани за несколько дней обновляются полностью.  

 
 При длительном  голодании и физических нагрузках  липолиз идет с большей скоростью, чем липогенез. В результате количество депонированного жира уменьшается. Если липогенез опережает липолиз, наступает ожирение.  Наиболее частой причиной ожирения является несоответствие между количеством потребляемой пищи и энергетическими тратами организма. Такое несоответствие возникает при переедании (особенно углеводов, так как они легко переходят в жиры), при гиподинамии (при этом мобилизация жира идет с более низкой скоростью) и, особенно, при сочетании этих факторов. Кроме того, ожирение является характерным признаком многих эндокринных заболеваний. 
 Люди, страдающие ожирением, в 7 раз чаще болеют диабетом, атеросклерозом, гипертонией и желчно-каменной болезнью.  

Липидозы


Липидозы – это наследственные заболевания, связанные с отсутствием генов, отвечающих за синтез ферментов,  расщепляющих сложные липиды. 


         Болезнь Гоше (цереброзидоз)


Нет фермента, расщепляющего глюкоцереброзид. В результате в лизосомах печени, селезенки и костного мозга накапливаются глюкоцереброзиды. 




          Болезнь Нимана-Пика


При этой болезни в лизосомах печени и селезенки накапливаются лецитины и сфингомиелины. У детей наблюдается умственная отсталость и ранняя смерть. 





Болезнь Тей-Сакса


Накапливаются ганглиозиды в мозге, меньше в других тканях. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

          - Холестерин. Строение. Значение.

         - Синтез холестерина. Регуляция.

         - Липопротеиды крови. Классификация. Значение липопротеидов в зависимости от возраста.

         - Источники и пути использования НЭЖК.

         - Атеросклероз. Значение холестерина в развитии атеросклероза. Факторы риска для развития атеросклероза.

         - Ожирение.

         - Наследственные патологии липидного обмена.

5.3.2. Лабораторная работа
 1. Определение холестерина ферментативным методом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на  1 мл и 0,1 мл.

	
	
	 

	
	 
	 

	
	
	 


	Реактивы: 
	1.  
	Рабочий реагент, содержащий холестеролэстеразу, холестеролоксидазу, пероксидазу и хромоген.. 

	
	2.
	Сыворотка крови.  


Принцип метода. Определение холестерина в сыворотке крови основано на использовании сопряженных ферментативных реакций.  При гидролизе эфиров холестерина  холестеролэстеразой образуется свободный холестерин. Образовавшийся и имеющийся в пробе холестерин окисляется кислородом воздуха под действием холестеролоксидазы с образованием эквимолярного количества пероксида водорода. Под действием пероксидазы пероксид водорода окисляет хромогенные субстраты с образованием окрашенного продукта, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации холестерина в пробе. 

Ход работы. 1 мл рабочего реагента наливают в пробирку и ставят в термостат на 5 минут при температуре 37о С. Затем добавляют 0,05 мл сыворотки крови. Смесь перемешивают и выдерживают в термостате 20 минут. Измеряют оптическую плотность пробы против дистиллированной воды при длине волны 490 нм в кювете на 0,3 см. Расчет концентрации холестерина проводят по калибровочному графику. 

2. Определение холестерина липопротеинов высокой плотности ((-холестерин)

Принцип метода. Липопротеины низкой и очень низкой плотности образуют нерастворимые комплексы с гепарином в присутствие ионов марганца. После осаждения этих комплексов в надосадочной жидкости остаются липопротеины высокой плотности, в которых определяют (-холестерин по реакции Илька или ферментативным методом.

Ход работы. К 1 мл сыворотки приливают 0,09 мл смеси гепарина и хлористого марганца. Содержимое пробирки хорошо перемешать и оставить на льду на 10 мин. Затем смесь центрифугируют 30 мин при 3000 об /мин. В прозрачном верхнем слое определяют содержание (-холестерина как это описано выше. При расчете в формулу нужно ввести коэффициент 1,09, учитывающий разведение сыворотки при осаждении липопротеидов. 

Нормальное содержание (-холестерина в сыворотке – 0,91-1,95 ммоль/л.

3. Расчет коэффициента атерогенности

Коэффициент атерогенности (К) используют при оценке вероятности заболевания атеросклерозом.

К= (общий холестерин -(-холестерин)/(-холестерин

В норме К = 3-4. При возрастании коэффициента риск заболевания увеличивается.

           Диагностическое значение определения холестерина

Общий холестерин. Гиперхолестеринемия наблюдается при атеросклерозе, сахарном диабете, гипотиреозе, механической желтухе, нефрозах, болезни Иценко-Кушинга. Гипохолестеринемия обнаружена при гипертиреозе, туберкулезе, анемии, голодании, паренхиматозной желтухе, при аддисоновой болезни, врожденных гемолитических анемиях, острых панкреатитах, полиневритах, колитах, при расстройствах питания. При заболеваниях печени снижается количество эфирносвязанного холестерина. При этом падение пропорционально степени нарушения функции печени. 


(-холестерин. Снижение концентрации холестерина липопротеинов высокой плотности наблюдается у лиц с ишемической болезнью сердца, обусловленной коронарным атеросклерозом. Каждый из известных факторов риска атеросклероза и ИБС сопряжен со снижением (-холестерина. У лиц с наследственной гипер-(-холестеринемией реже, чем у остальных наблюдается инфаркт миокарда и ИБС.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы

- Что такое холестерин? 


- Объясните принцип метода определения общего холестерина. 


- Что такое α-холестерин? 


- Каков принцип метода определения холестерина ЛПВП?


- Как рассчитывается коэффициент атерогенности? Какую информацию он дает врачу? 


- Для диагностики каких заболеваний используется определение холестерина? 


- Почему определение общего холестерина могло бы помочь установить гипотиреоз у детей? 


- Почему при сахарном диабете повышен холестерин крови? 


- Назовите патологии, при которых снижен холестерин крови. 


- Почему повышение ЛПНП тесно связано с гиперхолестеринемией? 

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Можно ли снижением потребления холестерина вызвать снижение его концентрации в крови? 

2. При скармливании животным пищи, содержащей олеил-холестерин, все углеродные атомы которого были радиоактивными, через 2 часа удалось обнаружить метку в составе хиломикронов сыворотки крови. Однако, при этом радиоактивность обнаруживалась не только в холестерине и его эфирах, но и во фракциях триацилглицеринов. Объясните результаты опытов, вспомнив и записав в тетради: 


а) превращение, которому подвергаются эфиры холестерина пищи в тонком кишечнике;


б) вещества, участвующие в процессе всасывания продуктов гидролиза;


в) превращения, которым подвергается холестерин и высшие жирные кислоты в эпителиальных клетках кишечника;


г) липопротеиды, в составе которых экзогенный холестерин и его эфиры поступают в кровь.

3. Животному ввели меченую по углероду глюкозу. Метка была обнаружена в молекуле холестерина. Покажите схематично основные этапы участия глюкозы в синтезе холестерина.

4. Для чего больному атеросклерозом при выписке из больницы рекомендуют диету, стимулирующую отток желчи и усиление перистальтики кишечника?

5.4.3. Тесты 

1.  БИОХИМИЧЕСКИМИ ПРИЧИНАМИ АТЕРОСКЛЕРОЗА ЯВЛЯЮТСЯ:


1) повышение содержания в крови атерогенных липопротеинов;


2) снижение чувствительности рецепторов к ЛПНП;


3) снижение активности липопротеинлипазы;


4) снижение содержания в крови ЛПВП;


5) повышение содержания кетоновых тел.

2.  РАЗВИТИЮ АТЕРОСКЛЕРОЗА ПРЕПЯТСТВУЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФАКТОРЫ:


1) гиподинамия;


2) физическая работа;


3) гипотиреоз;


4) гипертиреоз;


5) эстрогены;


6) андрогены.

3.  В СИНТЕЗЕ ХОЛЕСТЕРИНА ЛИМИТИРУЮЩИМ ФЕРМЕНТОМ ЯВЛЯЕТСЯ


1) холестеролредуктаза;


2) ГМГКоА-редуктаза;


3) фосфолипаза;


4) изомераза.

4.  Холестерин выполняет следующие функции:


1) входит в состав клеточных  мембран;


2) необходим для синтеза стероидных гормонов;


3) необходим для синтеза витамина Д;


4) необходим для синтеза желчных кислот;


5)  необходим для синтеза простаноидов.

5.  ХОЛЕСТЕРИН В ОСНОВНОМ СИНТЕЗИРУЕТСЯ В:


1) коже;


2) печени;


3) ЖКТ;


4) сердце; 


5) жировой ткани.

6. ОЖИРЕНИЕ ВЫЗЫВАЮТ:

1) усиление липолиза;


2) торможение липолиза;


3) усиление липогенеза;


4) гиподинамия;


5) переедание;


6) тяжелая мышечная работа.

7. ЛИПОПРОТЕИНЛИПАЗА НАХОДИТСЯ В

1) печени;


2) жировой ткани;


3) сердечной ткани;


4) головном мозге;


5) почках.

8. АЦЕТИЛ-КОА ИЗ МИТОХОНДРИЙ  В ЦИТОЗОЛЬ ПЕРЕНОСИТСЯ В СОСТАВЕ


1) цитрата;


2) оксалоацетата;


3) 2-оксоглутарата;


4) сукцината.

10. АЦЕТИЛ-КОА ОБРАЗУЕТСЯ ИЗ


1) глицерина;


2) пирувата;


3) жирных кислот;


4) холестерина;


5) кетоновых тел.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №16)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой. 
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклады на следующие темы:

   - биохимия ожирения.

   - биохимия атеросклероза.

   - питание при атеросклерозе.

   - липидозы.

Занятие № 16       
1. Тема «Патология липидного обмена. Контроль по теме «Липидный обмен»»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы:  Провести контроль и коррекцию знаний по липидному обмену
4. Цели обучения:
  - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
 - учебная:
       знать:  тему «Липидный обмен»;

   уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
        владеть: методическими приемами для биохимического анализа состояния липидного обмена.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль уровня знаний.
5.1.1. Контрольные вопросы:
1. 
Дайте определение липидов, классифицируйте их.

2. Какие функции выполняют жиры? Значение жира у детей.

3. Какие функции выполняют липоиды? 

4. Расскажите о строении и функциях триациглицерина. 

5. Что такое стерины и стериды? Их строение и свойства.

6. Расскажите о фосфолипидах, их строении и свойствах.

7. Какое строение имеют гликолипиды? Их значение в организме.

8. Как перевариваются жиры в пищеварительном тракте? Что требуется для этого процесса?

9. Что такое холецистокинин? Какое значение в переваривании липидов он имеет? 

10. Какое значение имеют желчные кислоты в переваривании жира?

11. Назовите конечные продукты переваривания жира. Как они всасываются? 

12. Что такое ресинтез жира? Какое значение он имеет?

13. Что такое хиломикроны? Где и зачем они образуются? 

14. Назовите пути метаболизма хиломикронов. 

15. Что такое липолиз? Напишите его в формулах. Назовите ключевые ферменты. Как регулируется липолиз, какое значение он имеет? Особенности детского возраста.

16. Что такое липогенез? Ход реакций, регуляция, значение. Значение липогенеза у детей разного возраста.

17. Какие жировые депо в организме вы знаете? Какое значение они имеют? Значение бурого жира. 

18. Напишите в формулах окисление жирных кислот. Назовите конечные продукты этого процесса и пути их дальнейшего использования. 

19. Как рассчитать энергетический выход при окислении жирных кислот до углекислого газа и воды? 

20. Назовите ключевые процессы окисления жирных кислот и пути их регуляции. 

21. Напишите в формулах окисление глицерина. Какова энергетическая ценность этого процесса? 

22. Где в клетке локализован синтез жирных кислот? Назовите вещества и ферменты, необходимые для этого процесса? 

23. Напишите в формулах синтез жирных кислот. 

24. Как регулируется синтез жирных кислот? 

25. Назовите источники ацетил-КоА и пути его использования. От чего зависит, каким путем будет использоваться этот метаболит? 

26. Напишите в формулах синтез кетоновых тел. Какие функции выполняют кетоновые тела, где они образуются? 

27. Приведите схему окисления кетоновых тел до углекислого газа и воды на примере ацетоацетата. Сколько АТФ при этом образуется? 

28. Что такое кетоз? Чем он характеризуется? Приведите примеры физиологического и патологического кетоза. Значение у детей. 

29. Как регулируется синтез кетоновых тел?

30. Напишите в формулах синтез холестерина. 

31. В каких тканях синтезируется холестерин? Как регулируется этот процесс? Назовите другие источники холестерина в организме.

32. Какое биологическое значение имеет холестерин? 

33. Что такое липопротеиды? Приведите их классификацию.

34. Дайте характеристику липопротеидам крови (состав, место образования, функции). Возрастные особенности липопротеидного состава.

35. Какие липопротеины крови являются атерогенными?  Почему ЛПВП считают антиатерогенными? 

36. Что такое НЭЖК? Назовите источники НЭЖК и пути их использования. 

37. Дайте понятие об атеросклерозе. Назовите биохимические причины факторы риска для развития этого заболевания. 

38. Что такое ожирение? Назовите причины ожирения. 

39. Что такое липидозы? Какие липидозы вы знаете? Чем они характеризуются? 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №17)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой (темы докладов предыдущего занятия). 

Занятие № 17       
1. Тема «Обмен белков. Переваривание белков. Обмен аминокислот по карбоксильной группе. Определение кислотности желудочного сока»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Знания об обмене аминокислот и белков будут использованы в других разделах биохимии, а также при изучении  таких дисциплин как патология и фармакология и будущей профессиональной деятельности. Определение кислотности желудочного сока необходимо для диагностики заболеваний желудка. 

4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-2, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
   - учебная:
знать: переваривание белков. Регуляция секреции пищеварительных соков; источники  аминокислот и пути их использования в организме; 
      уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
           владеть: методом определения кислотности желудочного сока.
5.  План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. БЕЛОК - ЭТО ПОЛИМЕР, В СОСТАВ КОТОРОГО ВХОДЯТ:
1)  жирные кислоты и глицерин;

2) моносахариды;
3)  >50 аминокислот;

4)  <50 аминокислот;

д) нуклеотиды.

2.
 ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА - ЭТО
1)  последовательность аминокислот;

2) регулярная укладка полипептидной цепи в пространстве;
3) упаковка полипептидной цепи в пространстве.

3. ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА - ЭТО
1)  объединение нескольких третичных структур;

2) объединение нескольких молекул жира;

3)  объединение нескольких молекул гликогена.

4.
 ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ
1) водородными связями;
2)  пептидными связями;
3) дисульфидными связями;

4)  ионными связями;
5) гидрофобными связями.

5.
 ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА СТАБИЛИЗИРУЕТСЯ
1) водородными связями;
2)  пептидными связями;
3) дисульфидными связями;

4)  ионными связями;
5) гидрофобными связями.

6. БЕЛКИ - ЭТО ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТЫ БЛАГОДАРЯ
1)  диссоциации радикалов аминокислот;
2) распаду белков на аминокислоты;

3) диссоциации углеводного компонента.
7.
 ГЛОБУЛЯРНЫЕ БЕЛКИ
1)  хорошо растворяются в воде;

2) не растворяются в воде;
3) растворяются в органических растворителях.

8.
АЦИДОЗ (ЗАКИСЛЕНИЕ СРЕДЫ) ПРИВОДИТ К
1)  разрушению всех структур белка, кроме первичной;
2) ассоциации субъединиц белковой молекулы;

3)
 ничего не изменяет.

9.
ВЫСОКИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ
1)  вызывают денатурацию белков;

2) делают белки более активными;

3) ничего не изменяют в белке.

10. ПРИ ВЫСАЛИВАНИИ БЕЛКИ
а)
 не теряют своих свойств;
б) теряют свои нативные свойства;

в) распадаются на аминокислоты.

5.2. Основные понятия и положения темы
Функции белков

           - ферментативная;

           -  структурообразовательная;

           - защитная (иммунная);

           - опорная;

- сократительная;

 
- регуляторная (гормоны, рецепторы);

- энергетическая

- транспортная (белки плазмы крови, белки мембран, белки плазматических мембран, белки каналов);

- специфические функции.

Переваривание белков

 
Переваривание белков осуществляется пептидазами. Пептидазы являются ферментами класса гидролаз, расщепляют пептидные связи. Различают эндо- и экзопептидазы. Эндопептидазы расщепляют внутренние пептидные связи, к ним относятся пепсин и гастриксин желудка, трипсин, химотрипсин, коллагеназа и эластаза поджелудочной железы, энтеропептидаза кишечника. Экзопептидазы расщепляют внешние пептидные связи, к ним относятся карбоксипептидаза поджелудочной железы, аминопептидаза и олигопептидазы кишечника.

     Все пептидазы образуются в неактивной форме и активируются путем ограниченного протеолиза в тех местах, где они действуют.

Характеристика пептидаз

Пепсин  образуется главными клетками желудка в виде препепсина. Перевод препепсина в пепсин происходит  путем отщепления 42 аминокислотных остатков. Процесс начинается под воздействием протонов водорода и идет медленно, а затем каждая активная молекула пепсина действует на неактивные молекулы, и этот процесс идет быстро. Таким образом, за короткое время в желудке образуется много активных молекул пепсина, которые расщепляют связи, образованные карбоксильными группами ароматических аминокислот (фенилаланина, тирозина и триптофана). Пепсин действует в сильно кислой среде при рН 1,5 - 2,5.

Гастриксин образуется в желудке, расщепляет связи, образованные карбоксильными группами дикарбоновых аминокислот (глутамата и аспартата), действует при рН 3,5.

Трипсин образуется в поджелудочной железе в виде претрипсина. Активируется под действием энтеропептидазы кишечника путем отщепления 6 аминокислот. Трипсин расщепляет связи, образованные карбокисльными группами  аргинина или лизина. Под воздействием трипсина переходят в активное состояние другие пептидазы. 

Химотрипсин образуется в поджелудочной железе в виде прехимотрипсина. Активируется под действием трипсина. Расщепляет связи, образованные карбокисльными группами ароматических аминокислот.

Эластаза образуется в поджелудочной железе, расщепляет связи образованные пролином.

Коллагеназа образуется в поджелудочной железе, расщепляет коллаген.

Карбоксипептидаза образуется в поджелудочной железе в неактивной форме, активируется трипсином, отщепляет аминокислоты со свободной карбоксильной группой, то есть является экзопептидазой.

Аминопептидаза образуется в кишечнике,  отщепляет аминокислоты со свободной аминогруппой. 

Дипептидазы образуются в кишечнике и расщепляют дипептиды.

      В результате действия выше перечисленных пептидаз белки расщепляются до аминокислот, которые всасываются стенкой кишечника путем активного транспорта с использованием специфических переносчиков, витамина В6 и АТФ. Через воротную вену аминокислоты попадают в печень, которая обладает наибольшей способностью поглощать аминокислоты из крови, весьма активны в этом отношении почки. Головной мозг поглощает аминокислоты избирательно. Часть аминокислот не всасывается и подвергается действию кишечной микрофлоры.

Роль НСl
- необходима для превращения препепсина в пепсин;

- создает оптимум рН для работы пепсина;
- способствует денатурации и набуханию пищевых белков;
- обладает бактерицидным действием, то есть препятствует развитию микрофлоры.
 
Соляная кислота образуется обкладочными клетками желудка.  В добавочных клетках желудка образуется слизь, содержащая гликопротеиды. Слизь препятствует самоперевариванию желудка.

Регуляция выработки пищеварительных соков

Ацетилхолин, освобождающийся при раздражении блуждающего нерва, приводит к секреции гистамина, который через Н2-рецепторы стимулирует секрецию НСl.

Ацетилхолин стимулирует секрецию сока поджелудочной железы, богатого ферментами.

Гастрин, пептидный гормон желудка, стимулирует секрецию желудочного сока. 
Секретин, пептидный гормон 12-перстной кишки, стимулирует секрецию сока поджелудочной железы, бедного ферментами, но богатого водой и гидрокарбонатами.

ГКС усиливают секрецию всех пищеварительных соков, но снижают выработку слизи.

Холецистокинин, пептидный гормон 12-перстной кишки, усиливает секрецию сока поджелудочной железы, богатого ферментами.

Энтерогастрон, гормон 12-перстной кишки, тормозит секрецию НСl и препепсина в желудке.

Источники аминокислот

1.  Переваривание  пищевых белков в ЖКТ.

2.  Расщепление клеточных белков лизосомальными пептидазами (катепсинами).

3.  Синтез из других аминокислот.

4.  Образование из безазотистых соединений (прежде всего из кетокислот).

Пути использования аминокислот

1.  Синтез белков (это основной путь использования аминокислот).

2.  Синтез биологически важных соединений (пуринов, пиримидинов, гормонов, порфиринов и других).

3.  Дезаминирование аминокислот с образованием кетокислот, которые могут:


- окисляться в цикле Кребса,

- использоваться в ГНГ на синтез глюкозы,

- превращаться в кетоновые тела.

Декарбоксилирование аминокислот

Декарбоксилирование аминокислот - это отщепление от аминокислоты карбоксильной группы. Процесс катализируется декарбоксилазами, в состав которых входит витамин В6. В большинстве случаев при декарбоксилировании аминокислот образуются амины (исключением является глутамат, при декарбоксилировании которого образуется аминомасляная кислота).

Примеры реакций декарбоксилирования и функции образовавшихся продуктов:

          1. При декарбоксилировании орнитина образуется путресцин, лизина - кадаверин (уравнение реакции смотрите в приложении или учебнике). Эти амины образуются при бактериальном брожении из белков и давно известны из-за неприятного запаха. Раньше их считали трупными ядами. Путресцин и кадаверин относятся к так называемым полиаминам. Из путресцина образуются спермин  и спермидин, которые стабилизируют структуру мембран. Спермидин прочно связан с ДНК и может способствовать стабилизации ее структуры.  

          2. При декарбоксилировании серина образуется этаноламин, из которого путем метилирования образуется холин. Холин и  этаноламин  входят в состав сложных липидов. Из холина путем ацетилирования образуется ацетилхолин.
          3. При декарбоксилировании цистеина образуется меркаптоэтиламин, который входит в состав КоА. Меркаптоэтиламин является радиопротектором.
   4. Таурин образуется при декарбоксилировании цистеиновой кислоты и  входит в состав таурохолевой кислоты (желчная кислота).

   5. При декарбоксилировании гистидина образуется гистамин, который:
а) через Н2-рецепторы усиливает секрецию НСl в желудке,

б) через Н1-рецепторы снижает артериальное давление в результате   
расширения мелких сосудов и увеличения их проницаемости,
в) участвует в аллергических   и анафилактических реакциях.
   6. При декарбоксилировании триптофана образуется триптамин, при декарбоксилирова-нии 5-гидрокситриптофана образуется серотонин. Оба амина  являются регуляторами.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

  -  Переваривание белков в желудке: пептидазы желудка, их характеристика. Значение ионов водорода в переваривании белков в желудке. Регуляция секреции желудочного сока.
- Характеристика ферментов сока поджелудочной железы. 
- Регуляция секреции сока поджелудочной железы.
- Ферменты кишечного сока. 
-Патология переваривания белков: острый панкреатит, его диагностика и лечение; синдром нарушенного переваривания и всасывания белков.

- Источники  аминокислот в организме.
- Пути  использования аминокислот.
- Декарбоксилирование аминокислот: ход реакции, продукты и их использование.

-Декарбоксилирование глутамата, серина, цистеина, лизина, орнитина, триптофана, гистидина.

- Значение реакции декарбоксилирования в образовании катехоламинов.

5.3.2. Лабораторная работа
1. Определение кислотности желудочного сока

	Оборудование:  
	1.
	 Стакан на 50 мл.

	
	2.
	 Пипетки на 1 мл и  5 мл.

	
	3.
	 Глазная пипетка.

	
	 
	 

	
	 
	 


	Реактивы: 
	1.
	Желудочный сок. 

	
	2.
	 0,1 Н NaOH.

	
	3.
	 1% раствор фенолфталеина.

	
	4.
	 0,5% раствор диметиламиноазобензола (метиловый желтый).


Принцип метода. При исследовании кислотности желудочного сока определяют несколько показателей: общую кислотность, свободную HCl, связанную HCl, общую HCl. Под общей кислотностью понимают сумму всех кислореагирующих веществ: свободная HCl, связанная HCl, органические кислоты, кислые фосфорнокислые соли. Под связанной HCl понимают кислоту, связанную с белками, общая HCl определяется как сумма свободной и связанной HCl. Определение всех показателей кислотности проводится титрованием 0,1Н р-ром едкого натра в присутствии разных индикаторов.

Ход работы. К 5 мл желудочного сока добавляют 1 каплю 1% р-ра фенолфталеина и 1 каплю 0,5% р-ра диметиламиноазобензола. Перемешивают и титруют 0,1Н р-ром щелочи. При появлении желто-оранжевой окраски делают первую отметку пошедшей на титрование щелочи и продолжают титровать до первого появления лимонно-желтой окраски (отметка 2). Затем продолжают титровать до перехода окраски в стойкий розовый цвет (отметка 3). Титрование проводят 2-3 раза и для расчета берут средние значения 1, 2 и 3 отметок.

Расчет: Свободная HCl = 1(20

Общая кислотность = 3(20

Общая HCl = (2+3)/2(20

Связанная HCl = (общая HCl – свободная HCl)

Кислотный остаток = (общая кислотность – общая HCl)

1, 2, 3 – количество мл едкого натра, пошедшего на титрование 1, 2 и 3 отметок, 20 – коэффициент пересчета кислотности на 100 мл сока. 

Нормальные показатели кислотности желудочного сока (в мл едкого натра, пошедшего на титрование 100 мл сока): общая кислотность – 40-60 (40-60 ммоль/л), свободная HCl – 20-40 (20-40 ммоль/л), связанная HCl – 10-20 (10-20 ммоль/л), общая HCl – 30-60 (30-60 ммоль/л).

Диагностическое значение определения кислотности желудочного сока

Отсутствие соляной кислоты и пепсина (ахилия) часто наблюдается при злокачественных новообразованиях желудка. Понижение кислотности (гипохлоргидрия) встречается при гипоацидном гастрите, иногда при язвенной болезни желудка. Повышенная кислотность наблюдается при гиперацидном гастрите и часто сопровождается язвенной болезнью желудка и двенадцатиперстной кишки. При гипоацидном гастрите и раке желудка в желудочном соке обычно появляется молочная кислота.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
-  Принцип метода определения кислотности желудочного сока.
- Что  понимают под свободной соляной кислотой  желудочного сока?

- Что понимают под связанной соляной кислотой желудочного сока?

- Что понимают под общей соляной кислотой и общей кислотностью желудочного сока?

-  Как правильно проводить титрование?

- Назовите норму для всех видов кислотности.

- Что такое ахилия?

- Как изменится кислотность желудочного сока при злокачественных новообразованиях желудка?

- При каких заболеваниях наблюдается понижение кислотности желудочного сока? Как это повлияет на переваривание белков в желудке?

- При каких заболеваниях наблюдается повышение кислотности желудочного сока? Как это отразится на переваривании белков в желудке?

- При каких заболеваниях появляется молочная кислота в желудочном соке?

- Какое значение имеет соляная кислота в переваривании белков в желудке?

- Как повлияет введение гистамина на сокоотделение в желудке и почему?

- К каким последствиям может привести длительное и неконтролируемое введение в организм ГКС и почему?

- Объсните биохимическую сторону возникновения острого панкреатита.

- Как биохимически можно установить наличие острого панкреатита?

- Какие биохимические подходы существуют в лечении острого панкреатита?

- Какова биохимическая основа в лечении синдрома нарушенного переваривания и всасывания белков?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  При титровании желудочного сока установлено, что общая кислотность равна 50 ед., свободная соляная кислота равна 30 ед., связанная соляная кислота - 15 ед. Имеются ли отклонения от нормы?

2.  У больного плохой аппетит, тошнота, большая потеря веса. При анализе желудочного сока установили: общая кислотность равна 20 ед., свободная соляная кислота отсутствует, проба на кровь и молочную кислоту положительная, резко повышена активность ЛДГ. Дайте заключение по анализу.

3.  У пациента установлено отсутствие соляной кислоты в желудочном соке. Как это отразится на пищеварении?

4.  При изготовлении сыра для быстрого створаживания молока к нему добавляют очищенный желудочный сок телят. Почему?
5.  Какие биохимические  исследования вы провели бы у пациента при заболевании поджелудочной железы и что при этом ожидали бы увидеть, если известно, что больной обратился в поликлинику на 5-й день после обострения заболевания?
5.4.3. Тесты 

1. БЕЛКИ В ОРГАНИЗМЕ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:

1) каталитическая;

2) регуляторная;

3) энергетическая;

4) сократительная;

5) защитная;

6) структурообразовательная;


7) транспортная;


8) мембранная. 

2. Является ли правильным следующее утверждение: 

«Активация пептидаз сопровождается формированием активного центра ферментов, потому что изменение их конформации вызвано фосфорилированием»:

1) да;

2) нет.

3. СОЛЯНАЯ КИСЛОТА НЕОБХОДИМА ДЛЯ:
1) активации пепсина;

2) обезвреживания бактерий;

3) поддержания необходимого рН;

4) нормального функционирования клеток слизистой желудка.

4. СЕКРЕЦИЮ ПОДЖЕЛУДОЧНОГО СОКА УСИЛИВАЮТ:


1) ацетилхолин;


2) секретин;


3) гастрин;


4) холецистокинин;


5) глюкокортикостероиды;

5. В СОСТАВ ПАНКРЕАТИЧЕСКОГО СОКА ВХОДЯТ:

1) трипсиноген;

2) прокарбоксипептидаза;

3) амилаза;

4) дипептидаза.

6.  ПЕПТИДАЗЫ НЕ РАСЩЕПЛЯЮТ БЕЛКИ СЛИЗИСТОЙ ПИЩЕВАРИТЕЛЬНОГО ТРАКТА, ПОТОМУ ЧТО:
1) вырабатываются в неактивной форме;

2) эпителий защищен слизью;

3) белки слизистой не являются их субстратами. 

7.  ДЛЯ АКТИВАЦИИ ПЕПТИДАЗ В КИШЕЧНИКЕ НЕОБХОДИМЫ
1) кислая среда;

2) желчные кислоты;

3) выделение воды;

4) действие трипсина.

8.  АКТИВАЦИЯ ПЕПТИДАЗ ПИЩЕВАРИТЕЛЬНОГО ТРАКТА ВЫЗВАНА
1) присоединением аллостерического активатора;

2) отщеплением олиго- или полипептида;

3) присоединением остатков уксусной кислоты;

4) присоединением остатков фосфорной кислоты.

9.  К ЭНДОПЕПТИДАЗАМ ОТНОСЯТСЯ:

1) трипсин;

2) химотрипсин;

3) амилаза;

4) аминопептидаза;

5) энтеропептидаза.

10. АКТИВАЦИЯ СЕКРЕЦИИ ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА ПРОИСХОДИТ ПОД ВЛИЯНИЕМ:


1)  инсулина;

2) ацетилхолина;

3) секретина;

4) гастрина;

          5) глюкокортикостероидов.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №18)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

7.2. Подготовить рефераты на тему:

- биологическая ценность белков;
          - нарушения переваривания белков в желудке;

          - сравнительная характеристика пептидаз ЖКТ;

          - транспорт аминокислот в клетки;

          - нарушение переваривания белков и транспорта аминокислот.
Занятие № 18       
1. Тема «Обмен аминокислот. Обмен аминокислот по аминогруппе. Определение активности аминотрансфераз в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Аминокислоты, не использованные в синтезе белков и других биологически важных азотсодержащих соединений, могут служить источниками энергии для организма. Это особенно важно в условиях длительного голодания и других стрессовых ситуациях.  Использование аминокислот  для получения энергии или отложения их углеводородных  цепей в запас в виде жира или гликогена не возможно без реакции дезаминирования, которая изучается на данном занятии, а ферменты, участвующие в этом процессе - аминотрансферазы - имеют большое значение в диагностике патологий печени и инфаркта миокарда. Этим определяется значение данной темы в плане подготовки провизора не только на кафедре биохимии, но и  других кафедрах. 

4. Цели обучения:
    - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-2, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
    - учебная:
     знать: обмен аминокислот по аминогруппе: трансаминирование, дезаминирование, восстановительное аминирование; обмен аминокислот по радикалу.

        уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
           владеть: методом определения активности аминотрансфераз в сыворотке крови. 
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. БЕЛОК - ЭТО ПОЛИМЕР, В СОСТАВ КОТОРОГО ВХОДЯТ
1)  жирные кислоты и глицерин;
2) моносахариды;
3)  >50 аминокислот;

4)  <50 аминокислот;

д) нуклеотиды.

2. ГЛОБУЛЯРНЫЕ БЕЛКИ
1)  хорошо растворяются в воде;

2) не растворяются в воде;
3) растворяются в органических растворителях.

3. ВЫСОКИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ
1)  вызывают денатурацию белков;

2) делают белки более активными;

3) ничего не изменяют в белке.

4. ПЕРВИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА - ЭТО
1)  последовательность аминокислот в цепи;
2) спираль;
3)
 глобула.

5. ЭЛЕКТРОФОРЕЗ БЕЛКОВ - ЭТО
1)  движение белков в электрическом поле;

2) внутривенное введение белков;
3) переваривание белков в желудочно-кишечном тракте.

6. АЛКАЛОЗ (ЗАЩЕЛАЧИВАНИЕ)
1) не влияет на белок;
2) разрушает белок;
3) улучшает свойства белков.

7. ЗАМЕНИМЫМИ АМИНОКИСЛОТАМИ ЯВЛЯЮТСЯ:
1) тирозин;

2) цистеин;

3) треонин;

4)  аланин.

8. ЭТАНОЛАМИН ОБРАЗУЕТСЯ ПУТЕМ ДЕКАРБОКСИЛИРОВАНИЯ
1) валина;

2) гистидина;
3) серина;

4) глутамина.

9. БЕЛКИ - ЭТО БИОПОЛИМЕРЫ, СОСТОЯЩИЕ ИЗ АМИНОКИСЛОТ, СОЕДИНЕННЫХ
1) сложноэфирной;
2)
фосфодиэфирной;
3)
пептидной;
4) гликозидной.

10.  БЕЛКИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ЗАРЯДА И МАССЫ МОЖНО РАЗДЕЛИТЬ СЛЕДУЮЩИМИ СПОСОБАМИ:
1) центрифугированием;

2) электрофорезом;
3)  высаливанием;
4)  денатурацией.
5.2. Основные понятия и положения темы
Дезаминирование аминокислот

        Дезаминирование аминокислот - это процесс отщепления от  аминокислоты аминогруппы. Различают  несколько типов дезаминирования: окислительное, внутримолекулярное, восстановительное и гидролитическое. В организме человека имеет место окислительное дезаминирование. Для большинства аминокислот (кроме глутамата) оно протекает непрямо, в начале происходит переаминирование с образованием глутаминовой кислоты, которая на втором этапе подвергается окислительному дезаминированию. Для треонина и лизина дезаминирование происходит другим путем.  

Переаминирование (трансаминирование) аминокислот

Этот  процесс был открыт Браунштейном и Крицман в 1937 г. Реакция катализируется аминотрансферазами, в состав которых входит витамин В6. В переаминировании участвуют аминокислота и кетокислота (чаще 2-оксоглутарат, реже - пируват и оксалоацетат). В результате реакции образуются новая аминокислота и новая кетокислота.

Значение реакции переаминирования

1. Коллекторная функция, то есть аминогруппы от многих аминокислот собираются в одной форме в виде глутамата;

2. Является источником заменимых аминокислот;
3. В ходе этой реакции аминокислоты превращаются в кетокислоты, которые могут окисляться в цикле Кребса, использоваться в ГНГ или превращаться в кетоновые тела. Аминокислоты, которые в ходе метаболизма превращаются в углеводы, называются гликогенными. Таких аминокислот 15. Аминокислоты, которые в ходе своего метаболизма превращаются в кетоновые тела, называются кетогенными. Такой аминокислотой является лейцин. Аминокислоты, которые в ходе метаболизма дают углеводы и кетоновые тела, называются смешанными. Такими аминокислотами являются фенилаланин, тирозин, триптофан, лизин.
4. Аминотрансферазы - это универсальные ферменты, которые имеются в каждой клетке. В крови их очень мало. Увеличение активности аминотрансфераз свидетельствует о разрушении клеток, где они находились. Этот факт используется для диагностики некоторых заболеваний. Так, при инфаркте миокарда в крови увеличивается активность аспартатаминотрансферазы, а при вирусном гепатите или циррозе увеличивается активность аланинаминотрансферазы.

      Аминотрансферазы активируются катехоламинами, глюкокортикостероидами, большими дозами йодтиронинов.

Окислительное дезаминирование глутаминовой кислоты

           Происходит в митохондриях под влиянием глутаматдегидрогеназы (ГДГ). ГДГ является высоко активным ферментом, ее тормозит АТФ, активирует АДФ. Продуктами глутаматдегидрогеназной реакции являются 2-оксоглутарат, NH3 и НАДН.
     2-оксоглутарат окисляется в цикле Кребса, НАДН - в дыхательной цепи с выделением  3 АТФ, аммиак обезвреживается.

      ГДГ-реакция  имеет энергетическое значение. Она особенно важна в головном мозге, так как в аварийных ситуациях поставляет энергию: например, при гипогликемии.

Восстановительное аминирование

              Восстановительное аминирование (ход реакции смотрите в лекции или учебнике) - это реакция присоединения аммиака к 2-оксоглутарату с последующим восстановлением  образующегося продукта. Донором водорода  в этой реакции является НАДФН. Реакцию катализирует глутаматдегидрогеназа.

Значение восстановительного аминирования:

  - является источником заменимых аминокислот;

  - служит одним из способов обезвреживания аммиака в клетке.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:


- переаминирование   аминокислот, ход реакций, значение, регуляция;


- значение аминотрансфераз в диагностике болезней;


- дезаминирование аминокислот, виды дезаминирования, значение;


- окислительное дезаминирование глутаминовой кислоты, значение, регуляция;


- непрямое дезаминирование аминокислот, значение;


- восстановительное аминирование: ход реакции, ферменты, коферменты, значение для организма;


- обмен аминокислот по радикалу;


- обмен отдельных аминокислот .

5.3.2. Лабораторная работа
Определение активности аланинаминотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ)

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл, 1 мл и 5 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 5 мм.

	
	5.
	 Термостат. 


	Реактивы: 
	1.
	Буферно-субстратная смесь для АлАТ. 

	
	2.
	Буферно-субстратная смесь для АсАТ.

	
	3.
	Раствор динитрофенилгидразина..

	
	4.
	0,4 Н NaOH.

	
	5.
	Дистиллированная вода.

	
	6.
	Сыворотка крови.


Принцип метода. Метод основан на фотометрическом определении динитрофенилгидразонов пирувата, образующегося в результате ферментативной реакции под действием АлАТ. При действии АсАТ образуется оксалоацетат, переходящий в пируват самопроизвольно. Концентрация динитрофенилгидразонов пирувата служит мерой активности обоих ферментов

                              Ход работы. 

1. Определение активности АсАТ. Пробирку с 0,5 мл буферно-субстратной смеси для АсАТ помещают в термостат при 37ОС на 5 мин. Затем добавляют 0,1 мл сыворотки и оставляют в термостате на 30 мин. Когда время инкубации подходит к концу, начинают готовить контроль, в котором 0,1 мл сыворотки смешивают с 0,5 мл буферно-субстратной смеси. Сразу же в опытную и контрольную пробы добавляют 0,5 мл р-ра динитрофенилгидразина и оставляют пробы на 10 мин при комнатной температуре. Затем в каждую пробирку добавляют по 5 мл 0,4Н р-ра едкого натра и через 10 мин колориметрируют пробы при сине-зеленом светофильтре в кювете толщиной 1 см против воды.

2. Определение активности АлАТ. Проводят точно так же, как и определение активности АсАТ, только берут субстратно-буферную смесь для АлАТ.

Расчет активности АсАТ и АлАТ. Разность между оптическими плотностями контрольной и опытной проб указывает изменение оптической плотности в результате прошедшей ферментативной реакции. По этой разности определяют активность АсАТ и АлАТ по калибровочному графику. Активность ферментов выражают в мкмолях пирувата, образовавшегося за час инкубации на 1 мл сыворотки. 

Норма активности АлАТ – 0,1-0,7 мкмоль/мл за 1 час, АсАТ – 0,1-0,5 мкмоль/мл за 1 час.

Диагностическое значение определения активности аминотрансфераз

Повышение активности аминотрансфераз в сыворотке отмечается при поражении органов и тканей, богатых данными ферментами. При инфаркте миокарда наблюдается повышение активности АсАТ (в 2-20 раз). Увеличение активности начинается через 6-12 часов и возвращается к исходному уровню через 4-5 дней. При стенокардии активность АсАТ, как правило, остается в норме. При заболеваниях печени в первую очередь и наиболее значительно по сравнению с АсАТ изменяется активность АлАТ. При инфекционном гепатите максимум повышения отмечается на 6-10 день заболевания и постепенно возвращается к норме к 15-20 дню. Повышение активности АлАТ отмечается и при безжелтушной форме болезни Боткина. Механические желтухи, холангиты и ряд других заболеваний печени обычно не сопровождаются значительным повышением активности АсАТ и АлАТ и их соотношения (коэффициент де Ритиса). В норме этот коэффициент = 1,33(0,42. При паренхиматозных заболеваниях печени происходит снижение коэффициента, а при остром инфаркте миокарда он резко возрастает.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
- К каким ферментам (внутри- или  внеклеточным) относятся аминотрансферазы?

- Принцип определения активности аминотрансфераз?
-При каких заболеваниях увеличивается активность аспартатаминотрансферазы в сыворотке крови? Активность каких еще ферментов сыворотки крови увеличивается при этих заболеваниях?
- Что такое коэффициент де Ритиса?
- При каких патологиях и как изменяется коэффициент де Ритиса?
5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Больному с лечебной целью ввели глутаминовую кислоту. Отмечено повышение уровня аланина. Опишите механизм процесса.

2. В приемный покой больницы поступил мужчина с жалобами на острые боли в области сердца. Врач заподозрил инфаркт миокарда и предложил исследовать активность аминотрансфераз в крови. Активность каких аминотрансфераз необходимо определить и почему изменится  их активность?

3. Пробой с фосфатом калия и молибденовым реактивом  в моче обнаружена гомогентизиновая кислота (в этой качественной реакции развилось синее окрашивание). Объясните:

     а) каково происхождение гомогентизиновой кислоты;

     б) содержится ли гомогентизиновая кислота в моче здоровых людей;

     в) что такое "алкаптонурия"?

4. Альбиносы плохо переносят воздействие солнца – "загар" не развивается,     а появляются ожоги.  Каковы биохимические причины возникновения альбинизма?

5. При исследовании мочи новорожденного обнаружена фенилпировиноградная кислота. О чем это свидетельствует? Что должен предпринять врач в таком случае?

6. Почему у больных фенилпировиноградной олигофренией  могут наблюдаться признаки недостаточности йодтиронинов?

5.4.3. Тесты 

1. ОБРАЗОВАНИЕ ЗАМЕНИМЫХ АМИНОКИСЛОТ ВОЗМОЖНО, ТАК КАК:

     1) присутствуют углеродные скелеты этих кислот;

     2) для этого достаточно энергии;

     3) в клетках есть аминотрансферазы;

2. У ВЫСШИХ ЖИВОТНЫХ  ДЛЯ АМИНОКИСЛОТ ХАРАКТЕРНЫ ПЯТЬ НАИБОЛЕЕ ВАЖНЫХ ПРЕВРАЩЕНИЙ:

    1) декарбоксилирование;

    2) синтез белковой цепи;

    3) образование аминоациладенилатов;

    4)  переаминирование;

    5) гидролиз;

    6) окислительное дезаминирование.

3.  ДЛЯ ТОГО, ЧТОБЫ ОКИСЛИТЬ АМИНОКИСЛОТУ ДО УГЛЕКИСЛОГО ГАЗА И ВОДЫ, НЕОБХОДИМО ЕЕ СНАЧАЛА

      1) декарбоксилировать;

      2) дезаминировать;

      3) изменить радикал;

      4) превратить аминокислоту в аминоациладенилат.

4. ТРАНСАМИНИРОВАНИЕ – ВАЖНЕЙШИЙ ПРОЦЕСС АМИНОКИСЛОТНОГО ОБМЕНА, С УЧАСТИЕМ КОТОРОГО ПРОИСХОДЯТ:

1) образование субстратов для глюконеогенеза;

2) синтез заменимых аминокислот;

3) начальный этап катаболизма аминокислот;

4) синтез белков в тканях.

5.  БОЛЬШИНСТВО АМИНОКИСЛОТ ДЕЗАМИНИРУЮТСЯ  НЕПРЯМО, ПОТОМУ ЧТО

1) отсутствуют соответствующие ферменты;

2) требуется меньше ферментов;

3) энергетически не выгодно.

6.  ДЛЯ ОКИСЛЕНИЯ ГЛУТАМАТА ДО УГЛЕКИСЛОГО ГАЗА И ВОДЫ ТРЕБУЮТСЯ:

1) реакции цикла Кребса;

2) глутаминсинтетазная реакция;

3) реакции дыхательной цепи;

4) глутаматдегидрогеназная реакция;

5) реакции гликолиза.

7.  ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ИНФАРКТА МИОКАРДА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ОПРЕДЕЛЯЮТ:

1)  активность ПДГ;

2) мочевину;

3) активность креатинкиназы;

4) активность аспартатаминотрансферазы;

5) креатинин;

6) остаточный азот.

8.  ДЛЯ ПЕРЕАМИНИРОВАНИЯ АМИНОКИСЛОТ НЕОБХОДИМЫ:

1) 2-оксоглутарат;





2) аминотрансфераза;   




3) липаза;






4) пируват;






5) сукцинат;

6) оксалоацетат.

9.  КОНЕЧНЫМИ ПРОДУКТАМИ ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗНОЙ РЕАКЦИИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) ацетил-КоА;





2) НАДФН;

3) 2-оксоглутарат;





4) аммиак;

5) НАДН;






6) вода.

10. ВЫБЕРИТЕ ПРИЗНАКИ, РАЗЛИЧАЮЩИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОЕ ДЕЗАМИНИРОВАНИЕ И ВОССТАНОВИТЕЛЬНОЕ АМИНИРОВАНИЕ:

1) различная локализация в клетке;

2) различные коферменты;

3) различные ферменты;

4) различные продукты реакции.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №19)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

7.2. Подготовить реферат по теме:

       - значение витамина В6 в трансаминировании аминокислот;

       - виды дезаминирования аминокислот, значение в организме;
       - биологическое значение трансаминирования. Диагностическое значение аминотрансфераз в клинической практике.
анятие № 19       
1. Тема «Токсичность аммиака и пути его обезвреживания. Определение мочевины и креатинина в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Аммиак - высокотоксичное вещество, накопление которого в организме приводит к нарушению биохимических реакций и развитию патологических состояний и даже смерти. Знание данного материала потребуется при изучении соответствующих тем в курсах патологии, военной и экстремальной медицины. 

4. Цели обучения: 
     - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1
    - учебная:
    знать: источники аммиака, причины его токсичности и  пути обезвреживания в клетке; синтез мочевины (реакции, регуляция);

    синтез креатина, значение креатинфосфата, патология обмена             аминокислот.

   уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 
        владеть: методами определения мочевины и креатинина в сыворотке крови. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ОБРАЗОВАНИЕ ЗАМЕНИМЫХ АМИНОКИСЛОТ ВОЗМОЖНО, ТАК КАК:
     1) присутствуют углеродные скелеты этих кислот;

     2) для этого достаточно энергии;

     3) в клетках есть аминотрансферазы;

2. У ВЫСШИХ ЖИВОТНЫХ  ДЛЯ АМИНОКИСЛОТ ХАРАКТЕРНЫ ПЯТЬ НАИБОЛЕЕ ВАЖНЫХ ПРЕВРАЩЕНИЙ:
    1) декарбоксилирование;

    2) синтез белковой цепи;

    3) образование аминоациладенилатов;

    4)  переаминирование;

    5) гидролиз;

    6) окислительное дезаминирование.

3. ТРАНСАМИНИРОВАНИЕ – ВАЖНЕЙШИЙ ПРОЦЕСС АМИНОКИСЛОТНОГО ОБМЕНА, С УЧАСТИЕМ КОТОРОГО ПРОИСХОДЯТ:
1) образование субстратов для глюконеогенеза;

2) синтез заменимых аминокислот;

3) начальный этап катаболизма аминокислот;

4) синтез белков в тканях.

4. БОЛЬШИНСТВО АМИНОКИСЛОТ ДЕЗАМИНИРУЮТСЯ  НЕПРЯМО, ПОТОМУ ЧТО:
1) отсутствуют соответствующие ферменты;

2) требуется меньше ферментов;

3) энергетически не выгодно.

5.  ДЛЯ ОКИСЛЕНИЯ ГЛУТАМАТА ДО УГЛЕКИСЛОГО ГАЗА И ВОДЫ ТРЕБУЮТСЯ:

1) реакции цикла Кребса;

2) глутаминсинтетазная реакция;

3) реакции дыхательной цепи;

4) глутаматдегидрогеназная реакция;

5) реакции гликолиза.

6.  ДЛЯ ПЕРЕАМИНИРОВАНИЯ АМИНОКИСЛОТ НЕОБХОДИМЫ:

1) 2-оксоглутарат;





2) аминотрансфераза;   




3) липаза;






4) пируват;






5) сукцинат;

6) оксалоацетат.

7. КОНЕЧНЫМИ ПРОДУКТАМИ ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗНОЙ РЕАКЦИИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) ацетил-КоА;





2) НАДФН;

3) 2-оксоглутарат;





4) аммиак;

5) НАДН;






6) вода.

8. ВЫБЕРИТЕ ПРИЗНАКИ, РАЗЛИЧАЮЩИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОЕ ДЕЗАМИНИРОВАНИЕ И ВОССТАНОВИТЕЛЬНОЕ АМИНИРОВАНИЕ:

1) различная локализация в клетке;

2) различные коферменты;

3) различные ферменты;

4) различные продукты реакции.

9.  ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗНАЯ РЕАКЦИЯ ПОСТАВЛЯЕТ В ДЫХАТЕЛЬНУЮ ЦЕПЬ:

 1) аммиак;

 2) НАДН;

 3) 2-оксоглутарат
 4) НАДФН.

10.  В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗНАЯ РЕАКЦИЯ ЯВЛЯЕТСЯ

1) дополнительным источником энергии;

2) источником  глюкозы;

3) источником воды;

          4) источником ацетил-КоА.
5.2. Основные понятия и положения темы
Аммиак образуется  в результате реакций дезаминирования аминокислот, биогенных аминов (гистамина, серотонина, катехоламинов и др.), пуриновых и пиримидиновых азотистых оснований,  амидов аминокислот.

Аммиак токсичен  и это связано со следующими факторами:

          1. он легко проходит через все мембраны и проникает в клетки мозга, а также в их митохондрии. Здесь он используется на восстановительное аминирование 2-оксоглутарата, что приводит к оттоку его из цикла Кребса. В результате снижается скорость цикла Кребса и соответственно скорость окисления глюкозы - главного энергетического субстрата головного мозга.

          2.  Накопление аммиака может сдвигать рН в щелочную сторону, вызывая метаболический алкалоз.
                   Токсичный аммиак в клетках  обезвреживается несколькими путями:

- используется на восстановительное аминирование (имеет небольшое значение);

- используется  на образование  амидов (аспарагина и глутамина) (ход реакций смотрите в приложении или учебнике), которые поступают в кровь и переносятся в печень и почки, где под действием глутаминазы и аспарагиназы соответственно расщепляются до глутамата или аспартата и аммиака. В печени аммиак используется на образование карбамоилфосфата, в почках аммиак выводится в виде аммонийных солей.
- в мышцах аммиак используется на образование аланина, который выводится в кровь и переносится в печень, где после переаминирования превращается в пируват, который используется в ГНГ на синтез глюкозы. Образовавшаяся глюкоза поступает в кровь и переносится в мышцы, где превращается в пируват в ходе гликолиза. Обмен метаболитами (пируватом и глюкозой) между печенью и мышцей  называется глюкозо-аланиновым циклом.
Синтез мочевины (орнитиновый цикл)

     Синтез мочевины протекает в митохондриях печени, является процессом циклическим. Для синтеза одной молекулы мочевины требуется 3 молекулы АТФ, 1 молекула аммиака, 1 молекула аспартата, 1 молекула СО2, 1 молекула орнитина. Ход реакций смотрите в приложении или в учебнике.

     Орнитиновый цикл тесно связан с циклом Кребса: 

а) цикл Кребса поставляет синтезу мочевины СО2  и АТФ.

б) фумарат, образованный в орнитиновом цикле, идет в цикл Кребса, превращаясь в оксалоацетат. 

     В результате орнитинового цикла очень токсичный аммиак превращается в безвредную мочевину - главный конечный продукт азотистого обмена млекопитающих. Мочевина из печени выделяется в кровь и переносится к почкам, где выделяется с мочой. Синтез мочевины усиливают катехоламины и глюкокортикостероиды. 

     Определение активности аргиназы и орнитинкарбамоилфосфат-трансферазы    в сыворотке крови используется для диагностики патологий печени. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:


- источники аммиака;


- причины токсичности аммиака;


- способы обезвреживания аммиака в клетках; транспортные формы аммиака в крови;


- транспортные формы аммиака в крови и их превращение в печени и почках;


- синтез мочевины: ход реакций, регуляция, значение, связь с циклом Кребса;


- синтез креатина: ход реакций, значение креатинфосфата, метаболизм;


- диагностическое значение креатинкиназы и креатинина, клиренс по креатинину;

5.3.2. Лабораторная работа
 1. Определение мочевины в сыворотке крови неферментативным методом с диацетилмоноокимом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 2 мл и 0,1 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 5 мм.

	
	5.
	 Водяная баня. 


	Реактивы: 
	1.
	 Рабочий раствор.

	
	2.
	 Стандартный раствор мочевины (16,7 ммоль/л).

	
	3.
	 Дистиллированная вода.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. Мочевина образует с диацетилмонооксимом в присутствие тиосемикарбазида и солей железа в кислой среде окрашенные соединения, интенсивность окраски которых определяется колориметрически.

Ход работы. В одну пробирку вносят 0,1 мл сыворотки, во вторую – 0,1 мл стандартного р-ра мочевины (концентрация – 16,7 ммоль/л). Затем в обе пробирки добавляют по 2,0 мл рабочего р-ра для определения мочевины, перемешивают и ставят в кипящую водяную баню на 10 мин. Затем пробирки охлаждают в струе холодной воды и колориметрируют при зеленом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против воды.

Расчет проводят по обычной формуле.

 Нормальное содержание мочевины в сыворотке – 2,5-8,3 ммоль/л.

Диагностическое значение определения мочевины в сыворотке

Отклонения от нормального содержания мочевины в сыворотке крови зависят от скорости процессов синтеза мочевины и ее выделения. Увеличение мочевины в сыворотке является одним из главных признаков нарушения функции почек. Из фракций остаточного азота раньше всего повышается уровень мочевины и может достигать более высоких значений по сравнению с другими фракциями остаточного азота. При почечной недостаточности азот мочевины может составлять до 90% всего остаточного азота. Повышение уровня мочевины сыворотки может носить и непочечный характер: при потере жидкости (обезвоживание, рвота, понос), при усиленном распаде белков (острая желтая атрофия печени, тяжелые заболевания). Уменьшение содержания мочевины может наблюдаться при заболеваниях печени (паренхиматозная желтуха, цирроз печени) из-за нарушения синтеза мочевины.

2. Определение мочевины  в сыворотке крови ферментативным методом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл, 1 мл и 5 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 1 см.

	
	5.
	 Термостат. 


	Реактивы: 
	1.
	 Реагент 1.

	
	2.
	 Реагент 2.

	
	3.
	 Реагент 3.

	
	4.
	 Стандартный раствор мочевины  (5 ммоль/л).

	
	5.
	 Дистиллированная вода.

	
	6. 
	 Сыворотка.



Принцип метода.  Мочевина под действием уреазы разлагается на СО2 и NH3, последний в реакции с салицилатом натрия и гипохлоритом натрия в присутствии нитропруссида натрия образует окрашенное вещество, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации мочевины и измеряется фотометрически.


Ход работы. В три пробирки добавить по 0,5 мл реагента 1 и поставить в термостат при 37ОС на 5 минут. Вынуть пробирки и добавить реактивы по схеме:

	№  пробирки
	              1
	              2
	           3

	Отмерить, мл
	       Опыт
	      Стандарт
	     Контроль

	Сыворотка крови
	        0,01
	             -
	

	Дистиллированная вода
	          -
	             -
	         0,01

	Стандартный раствор мочевины (5 ммоль/л)
	          -
	          0,01
	            -


       Содержимое пробирок перемешать и поставить в термостат на 5 минут. Через 5 минут достать пробирки и в каждую добавить по 2 мл реагента 2 и по 2 мл реагента 3. Хорошо перемешать и поставить в термостат на 5 минут.


Измерить оптическую плотность опытной и стандартной пробы против контрольной пробы при длине волны 640 нм (красный светофильтр) в кювете толщиной 1 см. 

Расчет концентрации мочевины проводят по обычной формуле.

       Диагностическое значение определения мочевины в сыворотке

Отклонения от нормального содержания мочевины в сыворотке крови зависят от скорости процессов синтеза мочевины и ее выделения.

 Увеличение мочевины в сыворотке является одним из главных признаков нарушения функции почек. Из фракций остаточного азота раньше всего повышается уровень мочевины и может достигать более высоких значений по сравнению с другими фракциями остаточного азота. При почечной недостаточности азот мочевины может составлять до 90% всего остаточного азота.

   Повышение уровня мочевины сыворотки может носить и непочечный характер: при потере жидкости (обезвоживание, рвота, понос), при усиленном распаде белков (острая желтая атрофия печени, тяжелые заболевания).

 Уменьшение содержания мочевины может наблюдаться при заболеваниях печени (паренхиматозная желтуха, цирроз печени) из-за нарушения синтеза мочевины.
3. Определение креатинина в сыворотке крови

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Мерная пробирка на 10 мл.

	
	3.
	КФК.

	
	4.
	Кюветы на 1 см.

	
	5.
	Центрифуга. 

	
	6.
	Центрифужные пробирки.


	Реактивы: 
	1.
	 Трихлоруксусная кислота (ТХУ).

	
	2.
	 Пикриновая кислота.

	
	3.
	 Едкий натр (NaOH).

	
	4.
	 Стандартный раствор креатинина (177 мкмоль/л).

	
	5.
	 Дистиллированная вода.

	
	6. 
	 Сыворотка.

	
	7.
	 Моча, разведенная в 100 раз


Принцип метода. В щелочной среде креатинин реагирует с пикриновой кислотой, образуя оранжево-красные соединения, интенсивность окраски которых определяют колориметрически.

Ход работы. В четыре пробирки смешать реактивы по схеме:

	 №  пробирки
	           1
	           2
	          3
	          4

	Отмерить, мл
	Опытная сыв-ка
	Опытная моча
	Стандарт
	Контроль

	Сыворотка
	          0,5
	          -
	         -
	         -

	Разведенная моча
	            -
	         0,5
	         -
	         -

	Дист. вода
	          1,0 
	         0,25
	        0,5
	       0,75

	ТХУ
	          0,5
	         0,25
	        0,25
	       0,25

	Стандартный р-р креатинина
	             -
	           -
	        0,25 
	          -  


Через 5 минут содержимое пробирки №1 перенести в центрифужную пробирку и центрифугировать при 3000 об/мин в течение 5 минут.  1мл надосадочной жидкости внести в чистую пробирку (будет №1). В каждую пробу (пробирки № 1, 2, 3, 4)  добавить по 0,5 мл пикриновой кислоты и по 0,5 мл едкого натра. Перемешать и оставить на 20 минут при комнатной температуре. Колориметрирование проводить против контрольной пробы при зеленом светофильтре в кюветах толщиной 0,5см.


Расчет концентрации креатинина проводят по обычной формуле. Для мочи полученный результат умножают на 50 (коэффициент пересчета).  

    Содержание креатинина в суточной моче определяют по формуле:

С(1,5/1000 = ммоль/сутки, где

 С – концентрация креатинина в моче в мкмоль/л, 1,5 – суточный диурез в литрах, 1000 – коэффициент перевода мкмоль в ммоль.

Норма креатинина в сыворотке крови – 53-106 мкмоль/л, в суточной моче – 4,4-17,6 ммоль/сутки.

Клиренс (коэффициент очищения) по креатинину рассчитывают по формуле:

 (креатинин в моче/креатинин в крови)(1,07, где

 1,07 – минутный диурез.

В норме клиренс по креатинину – 80-120 мл/мин.

                   Диагностическое значение определения креатинина

Определение креатинина проводят для исследования функции почек. Содержание его в сыворотке крови увеличивается при значительном ухудшении функции почек. Креатининемия наблюдается также при закупорке мочевых путей, кишечной непроходимости, тяжелом диабете, механической желтухе, гиперфункции надпочечников, голодании. Увеличение креатинина в моче наблюдается при усиленной мышечной работе, лихорадочных состояниях, пневмонии, выраженной недостаточной функции печени.

 Понижение креатинина в моче – при мышечной атрофии, голодании, дегенерации почек, лейкемии. 

Расчет клиренса креатинина позволяет получить информацию об интенсивности основных функций нефронофильтрации, реабсорбции, секреции и почечном кровообращении.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Принцип определения мочевины крови.

2.  В каких случаях повышается концентрация мочевины в крови?

3.  В каких случаях снижается концентрация мочевины в крови?
4.  Какие ферменты синтеза мочевины могут быть использованы для диагностики патологий печени и почему?
5.  Принцип метода определения креатинина в сыворотке крови.
6.  Что такое клиренс и как он рассчитывается?
7.  Почему  расчет клиренса по кратинину является хорошим тестом фильтрационной способности почек?
8.  Для диагностики каких заболеваний используется определение активности креатинкиназы и почему?
5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  В крови больного отмечено увеличение концентрации креатина  и креатинкиназы. О заболевании какой ткани идет речь?

2. Сколько молекул орнитина нужно затратить для синтеза 1000 молекул мочевины?

3. На аммиачном производстве произошла авария с розливом аммиака. Нескольких рабочих доставили в реанимацию в бессознательном состоянии. Объясните, почему рабочие потеряли сознание?  

5.4.3. Тесты 

1.  ПУТЯМИ СВЯЗЫВАНИЯ АММИАКА В КЛЕТКАХ ЯВЛЯЮТСя:

1) восстановительное аминирование;

2) образование аланина;

3) образование глутамина;

4) образование аспарагина;

5) дезаминирование глутамата.

2. АЗОТ ВЫВОДИТСЯ С МОЧОЙ ИЗ ОРГАНИЗМА В ВИДЕ
1) аминокислот;




2) аммонийных солей;

3) мочевины;

4) азотистых оснований.

3. СИНТЕЗ МОЧЕВИНЫ БУДЕТ НЕВОЗМОЖЕН БЕЗ:

1) орнитина;


2) аспартата;

3) АТФ;

4) глутамата; 

5) аргинина;

6) глюкозы.

4. ЗНАЧЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ КРЕАТИНИНА В МОЧЕ ЗАКЛЮЧАЕТСЯ В ТОМ, ЧТО ОНО
1) дает представление о фильтрации в почках;

2) служит показателем интенсивности обмена аммиака;

3) определяет скорость обновления белков мышц;

4) определяет качество работы печени.

5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ АРГИНАЗЫ В КРОВИ ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ

1) почек;

2) печени;

3) сердца;

4) селезенки.
6. МЕЧЕННАЯ ПО АЗОТУ АМИНОГРУППА ГЛУТАМИНОВОЙ КИСЛОТЫ ОБНАРУЖИТСЯ В:

1) мочевине;


2)  аспартате;

3) орнитине;


4)  аргинине.
7. ПРЯМЫМИ ПРЕДШЕСТВЕННИКАМИ АЗОТА МОЧЕВИНЫ ПРИ ЕЕ СИНТЕЗЕ В ОРНИТИНОВОМ ЦИКЛЕ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) аммиак;

2) амидный азот глутамина;

3) аминогруппа аспартата;

4) аминогруппа орнитина.

8. ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ИНФАРКТА МИОКАРДА ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КРЕАТИНКИНАЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ, ПОТОМУ ЧТО:
1) она не активна в мышце;

2) она приводит к освобождению энергии, необходимой для сокращения мышцы;

3) она освобождается из мышцы при некрозе ее клеток;

4) это тканеспецифичный фермент.

9. ОСНОВНЫМИ КОНЕЧНЫМИ ПРОДУКТАМИ БЕЛКОВОГО ОБМЕНА В ОРГАНИЗМЕ ЯВЛЯЮТСЯ:
1) аммонийные соли;

2) креатин;

3) мочевая кислота;

4) мочевина.

10.  В НЕРАБОТАЮЩЕЙ МЫШЦЕ ЭНЕРГИЯ НАКАПЛИВАЕТСЯ В ФОРМЕ:

1) жира;

2) креатинфосфата;

3) АТФ;

4) сукцината.
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №20)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

7.2. Подготовить доклады на тему:

- глутамат как медиатор ЦНС;

          - азотсодержащие соединения – производные гистидина;

          - глицин, источники, биологическое значение, гиперглицинемия;

          - аргинин, источники, значение в организме.
Занятие № 20       
1. Тема «Патология обмена белков и аминокислот. Контроль по теме «Обмен аминокислот и белков»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Знание данного материала потребуется при изучении соответствующих тем в курсах патологии, военной и экстремальной медицины. Провести контроль и коррекцию знаний белковому обмену
4. Цели обучения: 
      - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
     - учебная:
     знать: белковый обмен;
          уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач, реферировать научную литературу и готовить доклады;
          владеть: навыками работы с мультимедийной установкой.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль уровня знаний.
5.1.1. Контрольные вопросы:
1. Перечислите функции белков в организме. Какова потребность в белках в зависимости от возраста?

2. Что такое полноценный белок? Приведите примеры таких белков. 

3. Что такое пептидазы? На какие группы делятся пептидазы и по какому признаку?

4. Расскажите о пептидазах  желудка.

5. Какое значение имеет НСl в желудке?

6. Как регулируется секреция желудочного сока?

7. Какие патологии переваривания белков в желудке вы знаете?

8. Назовите пептидазы поджелудочной железы. Как и где они активируются? На какие связи в белках они действуют?

9. Перечислите пептидазы кишечника. Дайте им характеристику.

10. Как регулируется секреция поджелудочного и кишечного соков?

11. Дайте понятие об остром панкреатите и его биохимической диагностике. Каковы биохимические подходы в лечении этой патологии?

12. Что такое синдром нарушенного переваривания и всасывания белков? Какова биохимическая основа лечения этого состояния? 

13. Назовите продукты переваривания белков. Какова их дальнейшая судьба?

14. Назовите источники аминокислот в организме и пути их обмена.

15. Дайте понятие о декарбоксилировании аминокислот. Какие продукты получатся при декарбоксилировании орнитина, лизина, серина, глутамата, гистидина, цистеина, тирозина? Какое они имеют значение?

16. Дайте понятие о переаминировании аминокислот. Какое значение для организма имеет этот процесс?

17. Какое диагностическое значение имеют аминотрансферазы?

18. Что такое дезаминирование аминокислот? Какие виды дезаминирования имеют место в организме человека?

19. Напишите в формулах окислительное дезаминирование глутаминовой кислоты. Назовите продукты этой реакции, укажите их дальнейшую судьбу. 

20. Какое значение имеет окислительное дезаминирование глутаминовой кислоты? Где оно локализовано? Как регулируется?

21. Дайте понятие о непрямом дезаминировании аминокислот. Назовите продукты этого процесса. Какое значение он имеет?

22. Напишите в формулах восстановительное аминирование аминокислот. Какое значение оно имеет?

23. Почему аммиак токсичен? Назовите источники аммиака.

24. Как клетки сами обезвреживают аммиак? В каком виде аммиак выводится из большинства клеток? В каком виде он выводится из мышечных клеток? Напишите в формулах эти реакции.

25. Какова судьба глутамина и аспарагина?

26. Напишите в формулах синтез мочевины.

27. Где происходит синтез мочевины? Каковы энергозатраты этого процесса? Как он регулируется? Как он связан с циклом Кребса?

28. Какое значение в организме имеют метионин и глицин?

29. Напишите в формулах синтез креатина. Какое значение в организме он имеет?

30. Что такое креатинин? Какое значение он имеет? 

31. Что такое клиренс? Как он определяется? Какое значение имеет?

32. Какое значение в диагностике имеет креатинкиназа?

33. Напишите схему превращения фенилаланина и тирозина.

34. Что такое фенилкетонурия? Какие вещества накапливаются в крови и тканях при этой патологии? Почему? Как диагностировать это заболевание? Как лечить?

35. Назовите причины возникновения алкаптонурии, симптомы этой патологии.

36. Дайте характеристику альбинизму. Причины. Следствия.

37. Дайте понятие о гликогенных аминокислотах. Приведите примеры. 

38. Какие аминокислоты называются кетогенными? Какие – смешанными? Приведите примеры этих аминокислот.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №21)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклады

      Темы для рефератов

     - Патология обмена ароматических аминокислот;


- Панкреатит и его биохимическая диагностика;


- Инфаркт миокарда и его биохимическая диагностика;


- Ранняя диагностика патологий обмена некоторых аминокислот.

Занятие № 21       
1. Тема «Нуклеиновые кислоты. Строение нуклеиновых кислот. Переваривание нуклеопротеинов. Обмен нуклеотидов. Определение мочевой кислоты в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Нуклеиновые кислоты составляют существенную небелковую часть нуклеопротеинов. Помимо важной роли нуклеиновых кислот в хранении и реализации наследственной информации, промежуточные продукты их обмена – нуклеотиды, выполняют регуляторные функции, контролируя биоэнергетику и скорость метаболических процессов. Знание процессов обмена азотистых оснований необходимо для изучения патологии пуринового обмена. Материал данной темы используется в курсах патологии, фармакологии.

4.  Цели обучения:

 - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-2, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
 - учебная:
       знать: строение и значение нуклеиновых кислот; обмен пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов; патология обмена пуринов и пиримидинов;
        уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач;
         владеть: методом определения содержание мочевой кислоты в сыворотке крови, навыками оценки полученных лабораторных результатов. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.
 К ПУРИНОВЫМ АЗОТИСТЫМ ОСНОВАНИЯМ ОТНОСЯТСЯ:
1) тимин; 

2) аденин;

3)  цитозин;
4)  урацил;
5) гуанин.

2.
В НУКЛЕОЗИДЕ ПРИСУТСТВУЕТ
1)
 N-гликозидная связь;
2)
 О-гликозидная связь;

3)
 пептидная связь.

3.
ДЕЗОКСИРИБОЗА - ЭТО
1) триоза;

2) пентоза; 

3) гексоза.

4. КСАНТИНОКСИДАЗА ОТНОСИТСЯ К КЛАССУ
1)
 гидролаз;
2)
 лиаз;
3)
 оксидоредуктаз.

5.
 К ФУНКЦИЯМ НУКЛЕОТИДОВ ОТНОСЯТСЯ:
1)  макроэргическая;
2) синтетическая;
3)  коферментная;
4)  регуляторная;
5) построение нуклеиновых кислот;
6)  построение белков.

6.
 ПОСРЕДНИКОМ В ДЕЙСТВИИ НЕКОТОРЫХ ГОРМОНОВ ЯВЛЯЕТСЯ
1) цАМФ;
2) цТМФ;
3) динуклеотиды;
4) АТФ.

7.
 ТРИ ОСТАТКА ФОСФОРНОЙ КИСЛОТЫ СОДЕРЖИТ
1) аденозинтрифосфат;

2) аденозиндифосфат;
3)
 аденозинмонофосфат.

8.
К МАКРОЭРГИЧЕСКИМ СОЕДИНЕНИЯМ ОТНОСЯТСЯ:
1) сукцинил-КоА;
2) карбамоилфосфат;
3) 1,3-дифосфоглицерат;
4)  пируват.

9.
В ДЕЗОКСИРИБОЗЕ КИСЛОРОД ОТСУТСТВУЕТ
1) в 1 положении; 

2) во 2 положении;

3) в 3 положении;
4) в 5 положении.

10.
 ПО ПРАВИЛУ КОМПЛИМЕНТАРНОСТИ МЕЖДУ ГУАНИНОМ И ЦИТОЗИНОМ ОБРАЗУЕТСЯ
1)
1 водородная связь;
2)
2 водородные связи;
3)
3 водородные связи.

5.2. Основные понятия и положения темы

Строение нуклеотидов и нуклеиновых кислот смотрите в курсе органической химии.

Переваривание нуклеопротеинов

Нуклеиновый компонент отделяется от белка в кислой среде желудка. В кишечнике РНК и ДНК гидролизуются под действием панкреатических ферментов - рибонуклеазы (РНК-азы) и дезоксирибонуклеазы (ДНК-азы). Продукты гидролиза полинуклеотидов - мононуклеотиды  под действием нуклеотидаз и нуклеозидаз расщепляются на азотистые основания, пентозы (рибоза или дезоксирибоза) и фосфорную кислоту, которые всасываются.

Обмен нуклеотидов

Катаболизм пуриновых нуклеотидов


Катаболизм пуриновых нуклеотидов включает реакции гидролитического отщепления фосфатного остатка, рибозного остатка и аминогруппы. В результате этих реакций из АМФ образуется гипоксантин, из ГМФ - ксантин; которые под действием ксантиноксидазы превращаются в мочевую кислоту.


Образование мочевой кислоты происходит главным образом в печени. Мочевая кислота - основной продукт катаболизма пуриновых нуклеотидов у человека. В организме ежесуточно образуется 0,5 - 1 г мочевой кислоты, которая выводится через почки.


 Мочевая кислота плохо растворима в воде и жидких средах организма. В норме ее концентрация на пределе растворимости и составляет 0,1 – 0,4 ммоль/л. Если концентрация мочевой кислоты становится выше нормальной, происходит отложение ее солей (уратов) в суставах и почках. Повышение концентрации мочевой кислоты в крови называется гиперурикемией. Хроническое повышение уровня мочевой кислоты приводит к развитию подагры. Классическая подагра обусловлена тремя факторами - увеличенным синтезом мочевой кислоты, снижением содержания в плазме уратсвязывающего белка и замедленным выведением с мочой. 

Клинические проявления подагры: 

1.  Повторяющиеся приступы острого воспаления суставов, чаще всего мелких (подагрический криз); обычно болезнь начинается с воспаления первого плюснефалангового сустава большого пальца ноги. Подагрический криз связан с отложением кристаллов мононатриевой соли мочевой кислоты в суставе. 

2.  Подагрические узлы (тофусы), возникают в результате местного отложения и накопления уратов; локализация - мелкие суставы, сухожилия, хрящи, кожа. Иногда кожа над тофусом атрофируется, разрушается и из тофуса высыпается порошок, состоящий из уратов. Ураты могут откладываться и в почечных лоханках, образуя почечные камни.


Для лечения подагры применяют аллопуринол, который  является структурным аналогом гипоксантина. Аллопуринол является конкурентным ингибитором ксантиноксидазы. Его прием снижает содержание в крови мочевой кислоты.

Биосинтез пуриновых нуклеотидов

        Синтез пуриновых нуклеотидов происходит двумя путями:


1. de novo, то есть из низкомолекулярных веществ. Для синтеза пурина необходимы: углекислый газ, глицин, формил тетрагидрофолат, амидный азот глутаминовой кислоты, аспартат. Сборка пуринового азотистого основания происходит  на 5-фосфорибозил-1-пирофосфате,  который  образуется из рибозо-5-фосфата при участии АТФ. В результате образуется инозиновая  кислота, из которой  далее – АМФ и ГМФ. Образования нуклеозиддифосфатов или нуклеозидтрифосфатов происходит под действием киназ с затратой АТФ.


2. Синтез пуриновых нуклеотидов с использованием  готовых  азотистых оснований. Требует мало энергии. Однако большого значения не имеет. Если этот путь  заторможен, тогда возникает болезнь Леша-Нихана. При этой болезни у детей наблюдаются  симптомы подагры, церебральные параличи, нарушение интеллекта, попытки наносить себе раны.


Дезоксирибонуклеотиды – предшественники ДНК – образуются из рибонуклеотидов при участии тиоредоксинредуктазы, белка - тиоредоксина и НАДФН. 

Катаболизм пиримидиновых нуклеотидов


Превращения пиримидиновых оснований в результате дезаминирования и декарбоксилирования идет до (-аланина, углекислого газа, аммиака и (-аминоизомасляной кислоты. (-аланин используется для синтеза дипептидов мышц - карнозина и ансерина - или выделяется с мочой.

Биосинтез пиримидиновых нуклеотидов


Пиримидиновое основание синтезируется из карбамоилфосфата и аспарагиновой кислоты. Первоначальным соединением является  дигидрооротовая кислота, из которой в дальнейшем образуются оротовая, оротидиловая и уридиловая кислоты (УМФ). Другие пиримидиновые нуклеотиды образуются из УМФ.


Синтез УМФ регулируется по механизму отрицательной обратной связи: УТФ является аллостерическим ингибитором первого фермента этой метаболической цепи - карбамоилфосфатсинтетазы. Этот механизм предотвращает избыточный синтез не только УМФ, но и всех других пиримидиновых нуклеотидов.


Оротацидурией называется выделение с мочой больших количеств оротовой кислоты (до 1,5 г, что в 1000 раз превышает норму). Болезнь связана с недостаточностью фермента, катализирующего синтез УМФ. В результате возникает недостаточность пиримидиновых нуклеотидов, необходимых для синтеза нуклеиновых кислот, а оротовая кислота накапливается. При отсутствии лечения наследственная оротацидурия приводит к развитию необратимого резкого отставания умственного и физического развития, обычно больные погибают в первые годы жизни. Оротовая кислота не токсична.  Для лечения этого заболевания применяют уридин (нуклеозид, образованный из урацила и рибозы), что обеспечивает образование УМФ  и, следовательно, других нуклеотидов.
5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

 
      - Строение пуриновых и пиримидиновых азотистых оснований.
      - Строение нуклеозидов и нуклеотидов.

      - Функции нуклеотидов. 

      - Строение нуклеиновых кислот.

      - Отличия ДНК и РНК.

      - Понятие о нуклеопротеинах. Примеры нуклеопротеинов.

      - Переваривание нуклеопротеинов.

      - Распад пуриновых оснований, Подагра.

      - Распад пиримидиновых оснований.

      - Синтез пиримидиновых нуклеотидов.

            - Синтез пуриновых нуклеотидов. Болезнь Леша-Нихана.
5.3.2. Лабораторная работа
            1. Определение мочевой кислоты в сыворотке крови

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 1 мл и 2 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 0,5 см.

	
	5.
	 Центрифуга.


	Реактивы: 
	1.
	 20% раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ).

	
	2.
	 Насыщенный раствор соды.

	
	3.
	 Реактив Фолина (фосфорно-вольфрамовый реактив).

	
	4.
	 Дистиллированная вода.

	
	5.
	 Сыворотка крови.

	
	6. 
	 Разведенная в 50 раз моча.


Принцип метода. Мочевая кислота восстанавливает фосфорно-вольфрамовый реактив с получением окрашенных продуктов синего цвета. Интенсивность окраски определяют колориметрически.

Ход работы. В центрифужную пробирку наливают 1 мл сыворотки, 1 мл дистиллированной воды и 1 мл 20% раствора ТХУ. Перемешивают и через 15 мин центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. В чистую пробирку наливают 1,5 мл прозрачного центрифугата, 0,7 мл насыщенного раствора соды и 1 каплю реактива Фолина (фосфорно-вольфрамовый реактив). Через 10 мин пробу колориметрируют при зеленом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против воды.

 Концентрацию мочевой кислоты определяют по калибровочному графику.

            2. Определение мочевой кислоты в моче

Проводится так же, как в сыворотке, только вместо центрифугата сыворотки в пробу добавляют 1,5 мл мочи, разведенной в 50 раз. Содержание мочевой кислоты в пробе определяют по калибровочному графику и используют для расчета количества мочевой кислоты, выделяемого с мочой за сутки. 

Расчет проводят по формуле: А(0,075 = г/сутки, где 

А – количество мкг мочевой кислоты, определенной по графику; 

0,075 – коэффициент пересчета, переводящий мкг мочевой кислоты в г с учетом количества суточной мочи.

Нормальное содержание мочевой кислоты в сыворотке крови – 0,12-0,46 ммоль/л. С мочой за сутки выводится 0,4-1 г мочевой кислоты.

             Диагностическое значение определения мочевой кислоты.

Повышение содержания мочевой кислоты в крови наблюдается при нарушении ее выделения из организма (заболевания почек, ацидоз, токсикоз беременности) и повышенном распаде  нуклеопротеидов (некоторые гематологические заболевания, прием пищи, богатой пуринами). 

Понижение мочевой кислоты в крови наблюдается  при гепатолентикулярной дегенерации, в некоторых случаях акромегалии, у больных анемией после приема пиперазина, атофана, салицилатов, дикумерола и АКТГ.

В моче содержание мочевой кислоты возрастает при лейкемии, истинной полицитемии, терапии кортизолом или АКТГ, а также при гепатолентикулярной дегенерации.
5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
   - На чем основан метод определения мочевой кислоты?

   - При каких заболеваниях повышается концентрация мочевой кислоты в сыворотке крови и усиливается её выделение с мочой?

   -  Когда наблюдается понижение мочевой кислоты в крови?

   -  Оцените результаты, полученные при проведении лабораторной работы.

   -  Какие лекарственные препараты вызывают снижение мочевой кислоты в сыворотке крови?

   -  Как пользоваться калибровочным графиком?

   - Каково содержание мочевой кислоты в сыворотке крови и моче здорового человека?

   - Назовите азотистые основания, катаболизм которых приводит к образованию мочевой кислоты? 

5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  Назначьте диету для больного подагрой.

2.У больного в крови содержится мочевая кислота в концентрации 1 ммоль/л; содержание  креатинина в сыворотке крови 130 мкмоль/л.  Какое заболевание можно предположить у данного больного?

3. Какое наследственное заболевание сопровождается гиперурикемией?

4. Почему при подагре, леченной аллопуринолом, наблюдаются ксантиновые камни?

5. Почему при лейкозах, злокачественных новообразованиях, голодании увеличивается содержание мочевой кислоты в крови и моче?

5.4.3. Тесты 

1.  КОНЕЧНЫМИ ПРОДУКТАМИ КАТАБОЛИЗМА АДЕНИНА ЯВЛЯЮТСЯ: 

1) гуанин;

2) ксантин;

3) гипоксантин;

4) мочевая кислота.

2. КОНЕЧНЫМИ ПРОДУКТАМИ  КАТАБОЛИЗМА  ГУАНИНА  ЯВЛЯЮТСЯ: 

1) тимин;

2) ксантин;

3) гипоксантин;

4) мочевая кислота.

3. ПРИ РАСПАДЕ ПИРИМИДИНОВЫХ ОСНОВАНИЙ ОБРАЗУЮТСЯ:
1) (-аланин;

2) углекислый газ;

3) (-аминоизомасляная кислота;

4) аденин;

5) аммиак.

4. В СИНТЕЗЕ ПУРИНОВЫХ НУКЛЕОТИДОВ ПРИНИМАЮТ УЧАСТИЕ СЛЕДУЮЩИЕ АМИНОКИСЛОТЫ:
1) аланин;

2) глицин;

3) аспартат;

4) лизин;

5) глутамин.

5. ПОДАГРА - ЗАБОЛЕВАНИЕ, СВЯЗАННОЕ С НАРУШЕНИЕМ
1) распада пуриновых нуклеотидов;

2) распада пиримидиновых нуклеотидов;

3) синтеза пуриновых нуклеотидов;

4) синтеза пиримидиновых нуклеотидов;

5) синтеза пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов.

6. ОРОТАЦИДУРИЯ - ЗАБОЛЕВАНИЕ, СВЯЗАННОЕ С НАРУШЕНИЕМ
1) распада пуриновых нуклеотидов;

2) распада пиримидиновых нуклеотидов;

3) синтеза пуриновых нуклеотидов;

4) синтеза пиримидиновых нуклеотидов;

5) синтеза пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов.

7. В ПЕРЕВАРИВАНИИ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ УЧАСТВУЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФЕРМЕНТЫ:


1) нуклеазы;


2) фосфорилаза;


3) фосфатазы;


4) гидроксилазы;


5) нуклеотидазы;


6) пептидазы.

8. НАКОПЛЕНИЕ МОЧЕВОЙ КИСЛОТЫ ПРИВОДИТ К

1) ревматизму;


2) подагре;


3) пеллагре


4) кретинизму

9. ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ПОДАГРЫ ИСПОЛЬЗУЮТ:


1) диету с низким содержанием пуринов;


2) аспирин;


3) аллопуринол;


4) глюкозу.

10. АЛЛОПУРИНОЛ ТОРМОЗИТ ОБРАЗОВАНИЕ МОЧЕВОЙ КИСЛОТЫ ПОТОМУ, ЧТО


1) является аллостерическим ингибитором ксантиноксидазы;


2) является конкурентным ингибитором ксантиноксидазы;


3) является химическим модификатором ксантиноксидазы;


4) необратимым ингибитором ксантиноксидазы.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №22)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклады 

- патобиохимия подагры;


- патобиохимия болезни Леша-Нихана.

Занятие № 22       
1. Тема «Матричные синтезы. Синтез белка и его регуляция. Подготовка рефератов (интерактивная форма)»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Нарушение синтеза белка приводит к возникновению наследственных болезней.  Знание регуляции биосинтеза белка в организме и механизмов воздействия на него лекарственных средств имеет большое значение в подготовке провизора.

4.  Цели обучения:

 - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1,ОК-2, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
  - учебная:
     знать:  репликация, транскрипция, рекогниция, трансляция; регуляция синтеза белка; мутации;
         уметь: подготовить доклад по изученной литературе, отвечать на вопросы, решать задачи;
          владеть: навыками работы с мультимедийной установкой.

5. План изучения темы:

5.1. Исходный уровень знаний

- строение нуклеотидов;


- строение нуклеиновых кислот;


- ферменты.


- строение белков и аминокислот.

5.2. Вопросы для подготовки к занятию

- репликация;


- транскрипция;


- современные представления о генетическом коде и его свойствах;


- трансляция;


- регуляция биосинтеза белка.
5.3. Ситуационные задачи 
1. При старении организма между гистонами и ДНК образуются ковалентные связи. Как появление прочных связей между ДНК и гистонами влияет на функции ДНК? Для ответа на вопрос:


а) перечислите особенности строения гистонов и характер их взаимодействия с ДНК в норме;


б) укажите функции этих белков в формировании третичной структуры ДНК, участие в регуляции репликации и транскрипции.
2. Первичная структура МРНК кодирует только одну последовательность аминокислот в белке. Можно ли, исходя из строения белкового гормона глюкагона (29 аминокислот), предсказать нуклеотидную последовательность мРНК, кодирующую белок? Для объяснения ответа вспомните свойства генетического года и, используя N-концевой участок гормона H2N-Гис-Сер-Гли- …., объясните способ кодирования белков в молекулах ДНК и РНК.
3. В клетке имеется несколько десятков разных т-РНК и несколько десятков тысяч мРНК. Чем объясняется такое различие в количестве разных типов нуклеиновых кислот? Для ответа на этот вопрос:


а) объясните, как это различие связано с функциями молекул в клетках эукариотов;


б) иллюстрируйте объяснение схемами, отражающими участие этих молекул в реализации генетической информации. 
4. Если повреждения структуры ДНК не репарируются, то они могут быть летальными для клетки. Будут ли приводить к столь же тяжелым последствиям повреждения молекулы РНК? Ответ поясните, сравнив строение и функции этих нуклеиновых кислот у эукариотов.
5. У больного с повышенной концентрацией фенилаланина (Фен) в крови установлена нормальная структура фенилаланингидроксилазы. Дальнейшее обследование позволило выявить мутацию по типу замены нуклеотида в гене фермента дигидробиоптеринредуктазы. Объясните, почему мутация по типу замены нуклеотида в гене этого фермента может быть причиной фенилкетонурии. Для этого:


а) напишите реакцию метаболизма Фен, которая идет при участии дигидробиоптеринредуктазы;


б) укажите, метаболизм каких аминокислот, помимо Фен, будет нарушен при данной патологии.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №23)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Подготовить доклады и презнтации к ним по следующим темам

- репликация;


- транскрипция;


- современные представления о генетическом коде и его свойствах;


- трансляция;


- регуляция биосинтеза белка.
Занятие № 23       
1.   Тема «Белки плазмы крови. Строение. Функции. Определение белка в сыворотке крови и моче» 
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Определение содержания общего белка плазмы (сыворотки) крови – элемент комплекса профилактических и лечебных мероприятий уже на начальном этапе оказания медицинской помощи. Материал данной темы будет использован в курсах патологии, фармакологии и экстремальной медицины. 
4. Цели обучения:

   - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-2, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
   - учебная:
      знать:  белки плазмы: классификация, функции; альбумины; глобулины; белки-ферменты; белки-переносчики; белки острой фазы;
      уметь: подготовить доклад по изученной литературе, отвечать на вопросы, решать задачи; 
      владеть: методом определения содержание белка в сыворотке крови и моче.

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.
К БЕЛКАМ ПЛАЗМЫ КРОВИ ОТНОСЯТСЯ:
1) пепсин;

2) секретин;
3) альбумины;
4) глобулины;
5) хитин;

6) фибриноген.

2.
К ПРОСТЫМ БЕЛКАМ ОТНОСЯТСЯ:
1)  гемоглобин;
2) альбумины;
3) гистоны;
4) хиломикроны;
5) протамины.

3.ГИПЕРПРОТЕИНЕМИЯ - ЭТО
1)
 повышение концентрации белков в крови;
2)
 повышение концентрации белков в моче;
3)
 снижение концентрации белков в крови.

4. 1-й ЭТАП КАТАБОЛИЗМА БЕЛКОВ ВКЛЮЧАЕТ:
1)
образование из белков ацетил-КоА, оксалоацетата, пирувата, α-кетоглутарата;

2)
расщепление белков до аминокислот;
3)
включение белков в цикл Кребса и дыхательную цепь.

5.
В КЛЕТКАХ БЕЛКИ РАСЩЕПЛЯЮТСЯ С ПОМОЩЬЮ:
1) каталазы; 

2) катепсинов; 

3) пепсина.

6.
ГЕМОЛИЗ - ЭТО
1)
разрушение лейкоцитов;

2)
разрушение эритроцитов;
3)
разрушение гепатоцитов.

7. К СЛОЖНЫМ БЕЛКАМ ОТНОСЯТСЯ:
1)  липопротеиды;
2) альбумины;
3)  гликопротеиды;
4)  протеогликаны.

8. К ФУНКЦИЯМ БЕЛКОВ ПЛАЗМЫ ОТНОСЯТСЯ:
1) терморегуляторная; 

2) транспортная;

3) амортизационная;
4)  защитная;
5) питательная;
6)  запас эндогенной воды.

9. К ФИБРИЛЛЯРНЫМ БЕЛКАМ ОТНОСЯТСЯ:
1)  трансферрин;
2) миоглобин;
3) фибрин;
4)  протеинкиназа.

10. МАКРОЭРГИЧЕСКУЮ СВЯЗЬ ИМЕЮТ СЛЕДУЮЩИЕ МЕТАБОЛИТЫ:
1) креатин;

2) креатинфосфат;
3)  креатинин;
4)  карбамоилфосфат;
5) сукцинил-КоА.

5.2. Основные понятия и положения темы
Белки плазмы обычно делят на альбумины, глобулины и фибриноген.

Из 9-10% сухого остатка плазмы крови на долю белков приходится примерно 7,4%. Концентрация белков в плазме крови составляет 63-85г/л. Из них на долю альбуминов приходится 57%, на (1-глобулины - 5%, на (2 - глобулины - 9%, на (-глобулины - 13%, на  (-глобулины - 16%.

Альбумины

Альбумины являются самыми легкими белками плазмы крови ( Мол. масса 70000). Это простые, высоко гидро​фильные белки. Образуются в гепа​тоцитах печени. Выполняют следующие функции:

· играют важную роль в поддержании коллоидно-осмотического давления крови (на 3/4 оно созда​ется аль​буминами);  

· транспортируют многие вещества, в том числе билирубин, катионы металлов и красок, НЭЖК, холестерин и др.;

· служат богатым и быстро реализуемым резервом аминокислот.

Снижение содержания альбуминов в плазме крови приводит к гипоальбуминемии (гипопротеинемии, так как на долю альбуминов приходится больше половины всех белков плазмы). 

Причины гипоальбуминемии:

· снижение биосинтеза альбуминов из-за белкового голодания; на​рушения переваривания и всасывания белков в ЖКТ; локального повреждения печени (повреждения гепатоцитов);

· потеря белка из кровяного русла из-за патологии почек; увеличения проницаемости сосудов; через ЖКТ;

· увеличение распада белков из-за активации катепсинов.

Снижение концентрации альбуминов до 30 г/л вызывает отеки.

Глобулины

Это целая группа белков, которые могут быть разделены электрофоретически на подгруппы. ( и (-глобулины вырабатываются в ретикулоэндотелиальной системе (купферовскими клетками печени).

(-глобулины состоят из глико- и липопротеинов. (- глобулины участвуют  в транспорте. Они имеют самую высокую электрофоретическую подвиж​ность. Относительное содержание (-глобулинов обычно увеличивается при острых инфекционных или воспалительных заболеваниях, связанных с раздражением ретикулоэндотелиальной системы (РЭС). 

(-глобулины состоят из глико-, липо- и металлопротеинов. Они выпол​няют транспортную  и другие функции. 

(-глобулины представлены разнообразными белками с самой низкой электрофоретической  подвижностью. К этой группе относятся большинство защитных веществ крови, многие из которых обладают ферментативной ак​тивностью. (-глобулины синтезируются плазматическими клетками. С глобу​линами обычно связана гиперпротеинемия. (-глобулины увеличиваются при хронических заболеваниях. Существуют заболевания, при которых имеется недостаток (-глобулинов. Это состояние называется агаммаглобулинемия. Врожденная агаммаглобулинемия свя​зана с генетическим дефектом, при  котором нарушается синтез (-глобулинов, при этом обычно наблюдается от​сутствие плазматических клеток. 

Диспротеинемия - это такое состояние, когда изменяется процентное соотношение отдельных белковых фракций, а  общее содержание белка при этом не изменяется.

Парапротеинемия - это состояние, когда в сыворотке крови появляются патологические белки. Она связана с инфекционным или токсическим раз​дражением ретикулоэндотелиальной системы.

Белки - ферменты

Собственные ферменты плазмы крови, которые участвуют в свертыва​нии крови, растворении внутрисосуди​стых сгустков и т.д. Эти ферменты синтезируются в печени.

Клеточные ферменты освобождаются из клеток крови и клеток  других тканей в результате естественного распада (лизиса). Активность  этих фер​ментов может быть показателем некоторых патологических состояний. На​при​мер, при остром панкреатите возрастает активность (-амилазы, липазы, трипсина и других ферментов; при раке простаты - активность кислой фос​фатазы; при заболе​ваниях костной ткани - активность щелочной фосфатазы; при инфаркте миокарда - активность ЛДГ1 и  ЛДГ2 , креатинкиназы, аспартатаминотрансферазы; при гепатите - активность аланина​минотрансферазы, арги​назы, ЛДГ3 и ЛДГ4 и других печеночных ферментов. 

Белки - переносчики.

Трансферрин  является  (-глобулином. Может взаимодействовать с Сu2+ и Zn2+ , но главным образом связывает и переносит  Fe3+ в различные ткани (особенно  в ткани  РЭС). Участвует, таким образом, в регуляции концентра​ции  свободного железа в плазме, предотвращая избы​точное  накопление железа в тканях и потерю его с мочой. Значи​тельное накопление трансфер​рина на​блюдается в плазме беременных женщин и пациентов с недостатком железа.

  Гаптоглобин является (2-глобулином, выполняет следующие функции:

- связывает гемоглобин в соотношении 1:1, в результате образуются высокомолекулярные комплексы, которые не могут выводиться почками, Это, с одной стороны, предотвращает потерю железа с мочой, с другой - защищает почки от повреждения гемоглобином. Комплекс     "гемоглобин-гаптоглобин” захватывается клетками РЭС, где гемоглобин освобождается и подвергается метаболизму с образованием желчных пигментов, железа и аминокислот; 

         -     транспортирует витамин В12;

         -  выполняет неспецифическую защитную функцию, образуя комплексы с различными белками и небелковыми веществами, появляющимися при распаде клеток;

         - является естественным ингибитором катепсина В.

 
Церулоплазмин является (2-глобулином, выполняет следующие функции:

- является переносчиком и регулятором концентрации ионов меди в              организме, особенно в печени. При его недостатке концентрация меди возрас​тает и, она откладывается в органах, в частности, в печени и гипоталамических ядрах мозга, что вызывает неврологические расстройства (подергивание, тремор, потеря ориентации). Недостаток церулоплазмина вызывает болезнь Коновалова-Вильсона. Такое же состояние возникает и при потере способности церулоплазмина связывать медь;

- является антиоксидантом;

- обладает ферроксидазной  и полиаминоксидазной активностями.

Белки - ингибиторы ферментов

Они ингибируют действие протеолитических ферментов (протеиназ). В настоящее время хорошо изучены: (1-антитрипсин, (2-макроглобулин, ин​тер-( -трипсиновый ингибитор. Они ингибируют многие ферменты сверты​ва​ния крови, а также трипсин и химотрипсин. Считают, что (1- антитрипсин может играть защитную роль, ингибируя протеиназы, поступающие в кровь в результате лизиса клеток; он также подавляет подвижность сперматозоидов в половых путях, эластазу нейтрофилов. Недостаток этого ингибитора приво​дит к развитию воспаления в зоне очага.

Белки острой фазы

Это группа белков плазмы, содержание которых увеличивается в ответ на повреждение ткани, воспале​ние, опухо​левый процесс. Эти белки синтезируются в печени и являются гликопротеинами. К белкам острой фазы отно​сятся:

гаптоглобин  (увеличивается в 2-3 раза, особенно при раке, ожогах, хирургических вмешательствах, воспалении); 

церулоплазмин  (имеет значение как антиоксидант);

трансферрин  (содержание снижается);

С-реактивный белок. Отсутствует в сыворотке здорового человека, но обнаруживается при патологи​ческих состояниях, сопровождающихся некро​зом (острая фаза ревматизма, инфаркт миокарда и др.). Предполагается, что он способствует фагоцитозу.

интерферон - специфический белок, появляющийся в клетках в резуль​тате проникновения в них вирусов. Он угнетает размножение вирусов в клет​ках. Обладает видовой специфичностью, но не абсолютной.

фибриноген, основная функция которого участие в свертывании крови. Синтез фибриногена начинается через несколько часов после травмы с мак​симумом на конец 1-2 суток.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

          - функции белков плазмы крови;

  
      - альбумины, место синтеза, свойства, функции;

          - причины гипоальбуминемии;

          - глобулины, фракции, функции, гиперпротеимения.

          - белки-ферменты плазмы крови;

          - характеристика отдельных белков плазмы крови (гаптоглобин, гемопексин, церулоплазмин, трансферрин, белки-ингибиторы ферментов);

          - белки острой фазы.
5.3.2. Лабораторная работа
 Определение белка в сыворотке крови биуретовым методом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 1 см.

	
	
	 . 


	Реактивы: 
	1.
	 Биуретовый реактив.

	
	2.
	 Стандартный раствор белка  (70 г/л).

	
	3.
	 Физиологический раствор.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. Белки в щелочной среде образуют с сернокислой медью соединения сине-фиолетового цвета (биуретовая реакция). Интенсивность окраски пропорциональна концентрации.

Ход работы. В три пробирки внести реактивы согласно схеме:

	   Реактивы (мл)
	 Опытная  проба
	Стандарт. проба
	Контроль. проба

	Сыворотка
	            0,1
	             -
	            -

	Стандарт.р-р белка (70 г/л)
	              -
	         0,1
	            -

	Физ. раствор
	             -
	           -
	           0,1

	Биуретовый реактив
	            5,0
	         5,0
	           5,0


    . Пробы хорошо перемешать, оставить на 15 мин при комнатной температуре. Колориметрировать опытную и стандартную пробы при зеленом светофильтре в кювете толщиной 1 см против контроля. 

Расчет провести по обычной формуле. 

Нормальное содержание белка в крови – 60-75 г/л.

     Диагностическое значение определения белка в сыворотке крови

Увеличение белка в крови (гиперпротеинемия) наблюдается сравнительно редко. Относительная гиперпротеинемия наблюдается при сгущении крови из-за значительных потерь жидкости.

Гипопротеинемия наблюдается при недостаточном поступлении белка с пищей, заболеваниях желудочно-кишечного тракта, понижении биосинтеза белка при хронических паренхиматозных гепатитах, интоксикации, злокачественных новообразованиях. Гипопротеинемия может наблюдаться также при потерях белка организмом при острых и хронических кровопотерях, увеличенной проницаемости капилляров, кровопусканиях.

 Качественное определение белка в моче

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 1 мл.

	
	3.
	 Глазная пипетка.


	Реактивы: 
	1.
	Сульфосалициловая кислота.  

	
	2.
	 Моча.

	
	 
	 



Принцип метода. Метод основан на свойстве сульфосалициловой кислоты реагировать с белком, вызывая помутнение. Интенсивность помутнения пропорциональна содержанию белка в моче.

Ход работы. К 4 мл мочи добавляют 8 капель 20% р-ра сульфасалициловой кислоты. Наличие белка определяют по помутнению.

                         Диагностическое значение

Моча здорового человека содержит минимальные количества белка (около 40мг в сутки), не обнаруживаемые качественным реакциями. Выделение белка в количестве более 4,5 мг в час, при котором качественные пробы становятся положительными, называют протеинурией. Почечные протеинурии возникают в результате органического поражения почек. Внепочечные протеинурии наблюдаются при патологических процессах мочевыводящих путей. От истинных почечных протеинурий необходимо отличать функциональные протеинурии, при которых отсутствуют органические поражения почек (протеинурия новорожденных, алиментарная протеинурия, холодовая, маршевая и т. д.). Причиной их чаще всего является увеличение размеров пор почечного фильтра при сильных внешних раздражителях.
5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
- Принцип метода определения белка в сыворотке крови.

- Что такое стандартный раствор белка и зачем он нужен в данном методе?

- Что такое контрольная проба и зачем она нужна?

- Почему при определении белка в сыворотке крови используется зеленый светофильтр?

- По какой формуле рассчитывается концентрация белка?

- Каково содержание белка в сыворотке здорового человека?

- На чем основан принцип метода определения белка в моче?

- Каково содержание белка в суточной моче у здорового человека?
5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Ребенок перенес инфекционное заболевание. Какие изменения белковых фракций плазмы крови можно ожидать?2. У больного появились отеки. С изменением концентрации каких белков плазмы крови это состояние может быть связано и почему?

2. Какие белки плазмы крови повышаются при беременности?

3. Какой специфический белок плазмы крови следует использовать для профилактики гриппа?

4. Человека в лесу укусил клещ. Какой лечебный препарат необходимо ему ввести? Как его готовят? 

5. В биохимической лаборатории двум однофамильцам определили белок в плазме крови, при этом на бланке не указали инициалы. Содержание белка в одном анализе было 30 г/л, в другом – 100 г/л. У одного больного  - обширные отеки, а у другого – пневмония.  Укажите, кому принадлежит соответствующий анализ. Вывод обоснуйте.

5.4.3. Тесты 

1.  АЛЬБУМИНЫ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:


1) создают коллоидно-осмотическое давление крови;


2) транспортируют многие вещества;


3) являются резервом аминокислот;


4) выполняют защитную функцию.

2. ПРИЧИНЫ ГИПОАЛЬБУМИНЕМИИ:


1) потеря из кровяного русла;


2) снижение синтеза в печени;


3) увеличение распада;


4) связывания с другими белками крови.

3. ТРАНСФЕРРИН ТРАНСПОРТИРУЕТ:


1) аминокислоты;


2) железо;


3) жирные кислоты;


4) гемоглобин;


5) медь;


6) гем.

4. ГАПТОГЛОБИН ТРАНСПОРТИРУЕТ:

1) аминокислоты;


2) железо;


3) жирные кислоты;


4) гемоглобин;


5) медь;


6) гем.

5. ЦЕРУЛОПЛАЗМИН В ОСНОВНОМ ТРАНСПОРТИРУЕТ:

а) аминокислоты;


б) железо;


в) жирные кислоты;


г) гемоглобин;


д) медь;


е) гем.

6.  К БЕЛКАМ ОСТРОЙ ФАЗЫ ОТНОСЯТСЯ:

1) С-реактивный белок;

2) гаптоглобин;

3) церулоплазмин;

4) трансферрин;

5) интерферон;

6) фибриноген.

7. БЕЛКИ ПЛАЗМЫ КРОВИ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:


1)  определяют онкотическое давление;


2) обеспечивают вязкость крови;


3) энергетическая;


4) обеспечивают свертываемость крови.

8. ПРИЧИНОЙ ПОЯВЛЕНИЯ КЛЕТОЧНЫХ ФЕРМЕНТОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЯВЛЯЕТСЯ


1) естественный распад клеток в результате их старения;


2) синтез белков в клетках крови;


3) поступление белков из ЖКТ.

9. ПОВЫШЕНИЕ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ АКТИВНОСТИ ЛИПАЗЫ СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ


1) о раке простаты;


2) об остром панкреатите;


3) колите;


4) воспалении легких.

10. ИНГИБИТОРОМ ПЕПТИДАЗ КРОВИ ЯВЛЯЕТСЯ


1)  трансферрин;


2) церулоплазмин;


3) α1 - антитрипсин;


4) гаптоглобин.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №24)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.

Занятие № 24       
1. Тема «Небелковые азотистые вещества крови. Причины гиперазотемии. Определение остаточного азота в сыворотке крови».
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Определение содержания небелкового азота (сыворотки) крови – элемент комплекса профилактических и лечебных мероприятий уже на начальном этапе оказания медицинской помощи. Материал данной темы будет использован в курсах патологии, фармакологии и экстремальной медицины. 
4. Цели обучения:

    - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
    - учебная:


  знать:  остаточный азот: определение, компоненты; гиперазотемия, виды  гиперазотемий. Взаимосвязь обменов.
       уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 

       владеть: методом определения небелкового (остаточного) азота в сыворотке.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. 1-й ЭТАП КАТАБОЛИЗМА БЕЛКОВ ВКЛЮЧАЕТ
1)
образование из белков ацетил-КоА, оксалоацетата, пирувата, α-кетоглутарата;

2)
расщепление белков до аминокислот;
3)
включение белков в цикл Кребса и дыхательную цепь.

2. НЕБЕЛКОВЫЙ АЗОТ СОДЕРЖАТ:
1) альбумины;
2) мочевина;
3) мочевая кислота;
4) креатинин;
5) пепсин.

3. ПЕЧЕНЬ ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:
1) пищеварительную;
2) метаболическую;
3) депонирующую;
4)  барьерную;
5) гомеостатическую;
6) детоксикационную;
7) терморегуляторную.

4. МАКРОЭРГИЧЕСКУЮ СВЯЗЬ ИМЕЮТ СЛЕДУЮЩИЕ МЕТАБОЛИТЫ
1) креатин;

2) креатинфосфат;
3)  креатинин;
4)  карбамоилфосфат;
5) сукцинил-КоА.

5. МОЧЕВИНА - ЭТО
1)
 продукт распада пуриновых азотистых оснований;

2)
 продукт обезвреживания аммиака в организме;
3)
 продукт метаболизма билирубина.

6. МОЧЕВАЯ КИСЛОТА - ЭТО
1)
продукт распада пиримидиновых азотистых оснований;
2) продукт распада пуриновых азотистых оснований;
3)
продукт распада гема.

7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КЛИРЕНСА ПОЗВОЛЯЕТ СУДИТЬ О ФУНКЦИИ
1) почек

2) печени

3) мочевого пузыря

4) поджелудочной железы

8. ОСТАТОЧНЫЙ АЗОТ ОПРЕДЕЛЯЮТ:

1) методом высаливания

2)  гипобромидным методом

3) методом нейтрализации

4) методом осаждения

5.2. Основные понятия и положения темы

Остаточный азот – это небелковый азот биологических жидкостей.

 Компонентами остаточного азота являются:: мочевина (50 %), аминокислоты (25 %),  мочевая кислота (5 %), креатин (4,5 %), креатинин (2,5 %), эрготионеин (8 %) и другие. 


Гиперазотемия – это повышение остаточного азота в сыворотке крови. Различают ретенционную и продукционную гиперазотемии.


Ретенционная (связанная с выведением) почечная гиперазотемия наблюдается при различных заболеваниях почек.


Ретенционная непочечная гиперазотемия наблюдается при недостаточности кровообращения, травматическом шоке, опухолях мочевого пузыря.


Продукционная гиперазотемия сопровождается процессом усиления распада белка – при туберкулезе, диабете, тяжелом циррозе печени, при инфекционных заболеваниях, сопровождающихся лихорадкой.


Понижение остаточного азота наблюдается при недостаточном питании, иногда – при беременности.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

     - остаточный азот;

     - компоненты остаточного азота и их происхождение;


 - гиперазотемия, виды гиперазотемий;


 - взаимосвязь обменов.

5.3.2. Лабораторная работа
Определение остаточного азота в сыворотке крови. 

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1мл,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Колба на 50 или 100 мл. 

	
	4.
	 Центрифуга.

	
	5.
	Центрифужные пробирки. 


	Реактивы: 
	1.
	Реактив А.

	
	2.
	Реактив В. 

	
	3.
	КJ  кристаллический.

	
	4.
	НСl 

	
	5. 
	1% раствор крахмала

	
	6. 
	 Сыворотка.

	
	7.
	Дистиллированная вода.

	
	8.
	0,005 Н раствор  тиосульфата натрия.


 
Принцип метода. Остаточный азот – это небелковый азот биологических жидкостей. Гипобромитный метод его определения основан на свойстве гипобромита разрушаться при взаимодействие с азотистыми веществами безбелкового центрифугата. Остаток непрореагировавшего гипобромита определяют йодометрически – титрованием тиосульфатом натрия. Для расчета количества остаточного азота определяют количество разрушенного гипобромита, как разность между титром контрольной пробы (не содержащей остаточного азота) и опытной пробы (с остаточным азотом).

Ход работы. Для осаждения белков в пробирку наливают 1 мл дист. воды, 0,1 мл сыворотки и 4,0 мл осаждающего реактива. Через 10 мин смесь центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. За это время готовят рабочий раствор гипобромита, смешивая 9 частей реактива А и I часть реактива В. В колбу для титрования отбирают 4 мл центрифугата, добавляют 5 мл рабочего раствора гипобромита, перемешивают и оставляют на 1-2 мин. Затем добавляют и титруют 0,005Н раствором тиосульфата до слабо-желтого цвета. Добавляют 2-3 капли раствора крахмала и дотитровывают до обесцвечивания. Одновременно с опытной готовят контрольную пробу, содержащую 4 мл осаждающего реактива, 5 мл рабочего раствора гипобромита, несколько кристаллов KI и 3 мл раствора HCI. Контрольную пробу титруют также до обесцвечивания.

Содержание остаточного азота рассчитывают по формуле: (К-О)(21,4 = ммоль/л, где К – количество тиосульфата, пошедшего на титрование контрольной пробы, О – на титрование опытной пробы, 21,4- коэффициент пересчета.

Нормальное содержание остаточного азота – 14,3-28,6 ммоль/л.

            Диагностическое значение определения остаточного азота.


Ретенционная (связанная с выведением) почечная гиперазотемия наблюдается при различных заболеваниях почек. Ретенционная непочечная гиперазотемия наблюдается при недостаточности кровообращения, травматическом шоке, опухолях мочевого пузыря. 


Продукционная гиперазотемия сопровождается процессом усиления распада белка- при туберкулезе, диабете, тяжелом циррозе печени, при инфекционных заболеваниях, сопровождающихся лихорадкой. Понижение остаточного азота наблюдается при недостаточном питании, иногда – при беременности.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы

- Что понимают под термином «остаточный азот»?

- Назовите основные компоненты остаточного азота?


- Что такое гиперазотемия? Виды гиперазотемий.


- На чем основан гипобромитный метод определения остаточного азота?


-Какие индикаторы используются в данном методе?

- Что такое йодометрическое титрование?


- По какой формуле рассчитывается содержание остаточного азота?


- Какова норма остаточного азота в сыворотке крови?


- При каких заболеваниях снижается остаточный азот?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  Опишите процесс превращения крахмала в жир.

2. Напишите схему получения тетрапептида ала-ала-ала-ала из жира.          

3. Сколько молекул трипептида ала-ала-ала потребуется для образования 1 молекулы трипальмитина. Сколько АТФ при этом будет израсходовано?

4. Опишите процесс получения глюкозы из триглицерида.

5. Почему из жирных кислот нельзя образовать глюкозу?

5.4.3. Тесты 

1. ПОД ТЕРМИНОМ «ОСТАТОЧНЫЙ АЗОТ» ПОНИМАЮТ 

1) азот аминокислот, входящих в состав белков

2) азот свободных аминокислот

3) азот всех веществ, остающихся после осаждения белков

4) азот мочевины

2. ГИПЕРАЗОТЕМИИ СВЯЗАНЫ: 

1) с нарушением выведения

2)  с усиленным распадом белков

3) с нарушением кровообращения

4) с нарушением кислотно-основного равновесия

3.  ПОНИЖЕНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА НАБЛЮДАЕТСЯ ПРИ:

1) недостаточном питании

2) туберкулезе

3) диабете

4) тяжелом циррозе печени

4.  ПРОДУКЦИОННАЯ ГИПЕРАЗОТЕМИЯ НАБЛЮДАЕТСЯ ПРИ:

1) туберкулезе

2) беременности

3) сахарном  диабете

4) опухоли мочевого пузыря

5.  РЕТЕНЦИОННАЯ ГИПЕРАЗОТЕМИЯ НАБЛЮДАЕТСЯ ПРИ: 

1) заболевании почек

2) нарушении кровообращения

3) травматическом шоке

4) панкреатите

6.  СОДЕРЖАНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА В ПЛАЗМЕ КРОВИ СОСТАВЛЯЕТ

1) 3,3-5,5 ммоль/л

2) 3,0-6,0 ммоль/л

3) 14,3-28,6 ммоль/л

4) 1,7-20,5 ммоль/л

7.  НАИБОЛЬШЕЕ СОДЕРЖАНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА ПРИХОДИТСЯ НА 

1) мочевую кислоту

2) мочевину

3) креатин

4) азот свободных аминокислот

8.  ДОЛЯ МОЧЕВИНЫ В ОСТАТОЧНОМ АЗОТЕ СОСТАВЛЯЕТ
1) 10%

2) 50%

3) 70%


г) 40%

9.  ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА ИСПОЛЬЗУЮТ В ДИАГНОСТИКЕ ЗАБОЛЕВАНИЙ:

1) тяжелый цирроз печени

2) туберкулез

3) опухоли мочевого пузыря

4) панкреатит

10.  ГИПЕРАЗОТЕМИЯ - ЭТО
1) повышение остаточного азота

2) повышение содержания белков в крови

3) повышение содержания аммиака в крови

4) повышение солей мочевой кислоты в крови

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №25)
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 

- изучить методику выполнения лабораторной работы;

    - решить задачи;

    - подготовить обучающую программу по теме занятия (по желанию студентов). 

Занятие № 25       
1. Тема «Хромопротеины. Строение гемоглобина. Синтез и распад гемоглобина. Пигментный обмен. Желтухи и их биохимическая диагностика. Определение билирубина»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Хромопротеины – это сложные белки, в состав которых входят окрашенные вещества. Важным хромопротеином является гемоглобин, конечным продуктом метаболизма которого является билирубин. Накопление в организме билирубина приводит желтухе. Поэтому знание материала данной темы будет использоваться в курсах патологии, фармакологии и экстремальной медицины.

4. Цели обучения:

     - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
     - учебная:
 
  знать:  хромопротеины. Гемоглобин, строение, синтез, распад. Формы билирубина и их значения для диагностики.
        уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 

         владеть: методом определения билирубина и его фракций в сыворотке крови.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. В ОСНОВЕ ГЕМА ЛЕЖИТ
1) пуриновое кольцо;
2) стерановые кольца;
3) протопорфириновое кольцо;
4) пиррольные кольца.

2. ФЛАВОПРОТЕИДЫ РАБОТАЮТ
1)
 в цикле Кребса;
2) в дыхательной цепи;
3)
 в гликолизе.

3. СВОБОДНЫЙ БИЛИРУБИН ОБЕЗВРЕЖИВАЕТСЯ

1)
гиалуроновой кислотой;
2)
глюкуроновой кислотой.

3) серной кислотой

4. ГЕМОЛИЗ - ЭТО
1)
разрушение лейкоцитов;

2)
разрушение эритроцитов;
3)
разрушение гепатоцитов.

5.  ЭРИТРОЦИТЫ РАСПАДАЮТСЯ ЧЕРЕЗ
1)
 50-60 дней;
2)
 110-120 дней;
3)
 150-180 дней.

6.  ГЕМ СОСТОИТ ИЗ
1)
 4-х пиррольных колец;
2)
 4-х фурановых колец;
3) 4-х пирановых колец.

7.  ГЕМОГЛОБИН СИНТЕЗИРУЕТСЯ В
1) головном мозге;
2) красном костном мозге;
3) печени;
4)  селезенке.

8. ГЛОБИН РАСПАДАЕТСЯ ДО АМИНОКИСЛОТ ПОД ДЕЙСТВИЕМ
1) пепсина;
2) пептидаз;
3) амилазы;
4) липазы.

9.  ПЕЧЕНЬ ВЫПОЛНЯЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:
1) пищеварительную;
2) метаболическую;
3) депонирующую;
4)  барьерную;
5) гомеостатическую;
6) детоксикационную;
7) терморегуляторную.

10. МАКРОЭРГИЧЕСКУЮ СВЯЗЬ ИМЕЮТ СЛЕДУЮЩИЕ МЕТАБОЛИТЫ:
1) креатин;

2) креатинфосфат;
3)  креатинин;
4)  карбамоилфосфат;
5) сукцинил-КоА.

5.2. Основные понятия и положения темы
Строение гемоглобина


Гемоглобин относится к хромопротеинам. Состоит из белка глобина и четырех гемов. Глобин состоит из двух ( - и двух (- полипептидных цепей. Гем содержит  4  пиррольных кольца, соединенных  метиновыми мостиками,  4 метильных группы, 2 винила, 2 остатка пропионовой кислоты и двухвалентное железо, которое присоединено к азотам пиррольных колец. Гем присоединяется к гистидиновому остатку глобина.  Гемоглобин выполняет транспортную функцию, переносит газы. 

Распад гемоглобина


За сутки в организме человека распадается около 9 г гемпротеинов, главным образом в результате распада гемоглобина эритроцитов. Эритроциты живут 100-120 дней, распад их происходит либо в кровеносном русле, либо в селезенке. Гемоглобин, освобождающийся из эритроцитов в крови, связывается гаптоглобином и в виде комплекса гемоглобин-гаптоглобин попадает в клетки системы мононуклеарных фагоцитов, главным образом селезенки. Гемоглобин окисляется в метгемоглобин (Fe3+). Гаптоглобин при этом отщепляется и переходит в кровь, а гемоглобин подвергается распаду. Под действием гемоксигеназы происходит окислительное расщепление метинового мостика гема, кольцевая структура гема разрывается и образуется вердоглобин. 

 
Вердоглобин теряет: 

   
- железо, которое связывается белком-переносчиком трансферрином и доставляется с кровью в костный мозг;

           - глобин, который гидролизуется катепсинами селезенки до аминокислот. 

          Таким образом, вердоглобин превращается в биливердин  (пигмент зеленого цвета), при восстановлении которого образуется билирубин - пигмент красно-желтого цвета. Это свободный билирубин (непрямой, неконъюгированный). Свободный билирубин - токсичное вещество, плохо растворимое в воде, не проникает через почечный барьер. Непрямым билирубин называется потому, что с реактивом Эрлиха он дает непрямую реакцию (прежде, чем его обнаружить, белки надо осадить спиртом). Свободный билирубин, поступая в кровь, связывается белком плазмы альбумином и с током крови поступает в клетки печени, где он легко проникает через мембрану клеток, освобождаясь от альбумина.


В печени билирубин под действием фермента УДФ-глюкуронилтрансферазы связывается с глюкуроновой кислотой, при этом образуются билирубинглюкурониды или связанный (конъюгированный, прямой билирубин). Связанный  билирубин - нетоксичное вещество, растворимое в воде, проникает через почечный барьер. Прямой билирубин с реактивом Эрлиха дает прямую реакцию. Билирубинглюкурониды лишь в незначительных количествах могут диффундировать в кровеносный капилляр. Поэтому в плазме крови присутствуют и связанный (25%) и свободный билирубин (75%).


Связанный билирубин поступает с желчью в кишечник, от него в желчных путях происходит отщепление глюкуроновой кислоты. В тонком кишечнике билирубин подвергается многократному восстановлению и превращается в мезобилирубин, затем мезобилирубиноген (или уробилиноген), который всасывается в тонком кишечнике и через воротную вену поступает в печень, где уробилиноген необратимо разрушается до моно- и дипирролов. В толстом кишечнике мезобилирубиноген восстанавливается анаэробными бактериями до стеркобилиногена. Большая часть стеркобилиногена выделяется с фекалиями и быстро окисляется кислородом воздуха до стеркобилина, определяя цвет фекалий.


Небольшие количества стеркобилиногена всасываются в прямой кишке и через систему геморроидальных вен, минуя печень, поступают с током крови в почки, которые выводят его с мочой. Стеркобилиноген мочи окисляется в стеркобилин, частично определяя нормальный соломенно-желтый цвет мочи.


В норме содержание общего билирубина в сыворотке крови составляет 8-20,5 мкмоль/л (из них 75% свободного). Стеркобилиноген выделяется у человека в основном с калом (примерно 300 мг в сутки) и в незначительных количествах с мочой (около 1-4 мг в сутки).


У новорожденных, не имеющих кишечной микрофлоры, выделяющийся билирубин окисляется до биливердина, окрашивающего кал в зеленоватый цвет.

Нарушения пигментного обмена


В организме под влиянием различных факторов может нарушаться образование, превращение и выведение билирубина. Повышение содержания билирубина в крови ведет к отложению его в тканях, в том числе в коже и слизистых, и вызывает их окрашивание в желто-коричневый цвет. Эти состояния называют желтухами.

           Различают:

· гемолитическую (или надпеченочную) желтуху,

· паренхиматозную (или печеночную) желтуху,

· обтурационную (механическую или подпеченочную желтуху).


Кроме того, выделяют физиологическую желтуху новорожденных и гемолитическую болезнь новорожденных.


Гемолитическая (надпеченочная) желтуха - возникает при массивном внутрисосудистом или тканевом распаде эритроцитов (переливание несовместимой по группе и резус-фактору крови т.д.). Большое количество свободного билирубина, поступающего из клеток ретикулоэндотелиальной системы  в кровоток, не успевает обезвреживаться в печени, поэтому в крови сохраняется высокий уровень этого билирубина. Фекалии из-за избытка выделяемого стеркобилина интенсивно окрашиваются, в моче содержится много стеркобилина, окрашивающего мочу в интенсивно оранжево-желтый цвет.


Паренхиматозная (печеночная) желтуха возникает вследствие повреждения клеток печени (вирусами, токсическими гепатотропными соединениями, при циррозах), приводящего к снижению образования связанного билирубина. Однако, в результате повреждения паренхимы печени желчь, а вместе с ней и связанный  билирубин, поступает не только в желчные капилляры, но и в кровь. Таким образом, в крови при печеночной желтухе увеличивается содержание как связанного, так и свободного билирубина. Фекалии из-за небольшого количества выделяющегося стеркобилина слабо окрашены, в моче содержится уробилин, так как поврежденная ткань печени не способна окислить всосавшийся мезобилирубиноген.  Моча приобретает цвет «крепко заваренного чая» из-за появления в моче связанного билирубина.


Механическая (подпеченочная) желтуха возникает при нарушении оттока желчи в кишечник (желчно - каменная болезнь, опухоль головки поджелудочной железы). Из-за переполнения желчных путей происходит выход связанного билирубина из клеток печени обратно в кровь. В крови резко повышается содержание связанного билирубина, который как хорошо растворимое соединение выделяется в больших количествах с мочой, в результате моча приобретает цвет «крепко заваренного чая». Кал, в котором отсутствуют желчные пигменты, приобретает серовато-белый, глинистый цвет. В моче уробилиногенов и стеркобилиногенов нет. 


Физиологическая желтуха новорожденных.  У плода и у новорожденного количество эритроцитов и содержание гемоглобина в эритроцитах в расчете на единицу массы тела больше, чем у взрослых. В течение нескольких недель после рождения количество гемоглобина в крови новорожденного приближается к величине, характерной для взрослых. В этот период относительная скорость распада эритроцитов больше, чем в последующее время. В тоже время имеется возрастной недостаток фермента конъюгации билирубина - глюкуронилтрансферазы, что приводит к повышению неконъюгированного билирубина в крови. Физиологическая желтуха новорожденных обычно проходит через 2 недели по мере увеличения количества глюкуронилтрансферазы. У недоношенных детей она продолжается дольше. Иногда у детей появляются судороги или необратимые расстройства нервной системы. Чтобы повысить активность глюкуронилтрансферазы, иногда прибегают к введению фенобарбитала, который увеличивает количество фермента и уменьшает проявления желтухи.


Гемолитическая болезнь новорожденных развивается при резус-конфликте или при несовместимости по группе крови матери и плода. Гемолитическая болезнь новорожденных наблюдается у резус-отрицательных матерей, беременных резус-положительным плодом. Резус-фактор плода, попадая в кровь матери, способствует выработке антител на него. Антитела, попадая в кровь плода, взаимодействуют с резус-фактором, вызывая разрушение эритроцитов. Максимальный синтез и выброс антител происходит перед родами и в момент родов. При повторных беременностях резус-положительным плодом гемолиз эритроцитов может начаться уже внутриутробно. Длительное повышение свободного билирубина в крови оказывает токсическое влияние  на развивающийся мозг. В тяжелых случаях гемолитической болезни новорожденных прибегают к заменному переливанию крови.

Биосинтез гемоглобина


Синтез белковой части (глобина) происходит обычным путем на рибосомах. Для образования гема требуются: железо, глицин, сукцинил-КоА, витамины В6, В12 и фолиевая кислота. 


Гем является регулятором синтеза полипептидных цепей глобина. При низком содержании гема в ретикулоцитах активизируется ингибитор инициации синтеза белка и образование глобина замедляется. Накопление гема сопровождается торможением ингибитора и активацией синтеза белка. 
5.3. Самостоятельная работа по теме:
5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:



- хромопротеины. Классификация. Роль хромопротеинов;


  
- гемоглобин, строение, значение;


 
- синтез и распад гемоглобина;



- формы билирубина и их значения для диагностики.

5.3.2. Лабораторная работа
Определение билирубина в сыворотке крови. 

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на  1 мл и 2 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 0,5 см.

	
	
	 

	Реактивы: 
	1.
	Кофеиновый реактив.

	
	2.
	Физиологический раствор.

	
	3.
	Диазореактив. 

	
	4.
	Сыворотка крови.




         Принцип метода. Связанный билирубин при взаимодействии с диазореактивом (диазофенилсульфоновая кислота) образует розовое окрашивание, интенсивность которого пропорциональна концентрации билирубина, вступающего в прямую реакцию. Кофеиновый реактив переводит несвязанный билирубин в растворимое состояние, благодаря чему он также реагирует с диазореактивом, образуя розовое окрашивание. По интенсивности этого суммарного окрашивания определяют концентрацию общего билирубина. А концентрацию не связанного билирубина определяют как разность между общим и связанным билирубином.

Ход работы. В 3 пробирки приливают реактивы по схеме: 

	Реактивы (мл)
	Общий билирубин
	Связанный билирубин
	Контрольная проба

	Сыворотка
	0,5
	0,5
	0,5

	Кофеиновый реактив
	1,75
	-
	1,75

	Физиологический раствор
	-
	1,75
	0,25

	Диазореактив
	0,25
	0,25
	-


Через 5-10 мин после прибавления диазореактива колориметрируют пробу на связанный билирубин (при более длительном стоянии пробы в реакцию вступает несвязанный билирубин, что искажает результат). Пробу на общий билирубин колориметрируют через 20 мин после добавления диазореактива. Колориметрирование проводят при зеленом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против контроля. Концентрацию общего и связанного билирубина определяют по калибровочному графику.

Нормальное содержание билирубина в сыворотке: общий – 1,7-20,5 ммоль/л, связанный – 0,86-4,3 мкмоль/л, свободный – 1,7-17,1 мкмоль/л.

Диагностическое значение определения билирубина сыворотки крови. 

Причины, вызывающие гипербилирубинемию, различны. Желтуха появляется, когда уровень билирубина в крови превышает 43 мкмоль/л. Заболевания, вызывающие повышение связанного билирубина: вирусный гепатит, цирроз печени, опухоль печени и метастазы, жировая дистрофия.

         Заболевания, вызывающие повышение несвязанного билирубина: гемолитическая анемия, пернициозная анемия, желтуха новорожденных.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Объясните термины: общий билирубин, свободный билирубин, связанный билирубин, прямой билирубин, непрямой билирубин, конъюгированный  билирубин, некоъюгированный билирубин.

2. Как образуется свободный билирубин?

3. Зачем в данном методе используется кофеиновый реактив?

4. Почему пробу на связанный билирубин колориметрируют точно через 5-10 минут?

5. Каков принцип метода определения билирубина в сыворотке крови?

6. Как определяют концентрацию общего и связанного билирубина?

7. Назовите причины  гипербилирубинемии.

8. Какова норма свободного, связанного и общего билирубина?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  У новорожденного через 3 дня после рождения появилась желтуха. Общий билирубин крови в крови - 30 мкмоль/л, непрямой - 27 мкмоль/л. Через 2 недели желтуха исчезла.  Назовите вид желтухи?
2. Заполните в тетради следующую таблицу:
	Показатель
	Вид желтухи

	
	Механическая
	Паренхиматозная
	Гемолитическая

	I. Кровь:
	
	
	

	Общий билирубин
	
	
	

	Прямой билирубин
	
	
	

	непрямой билирубин
	
	
	

	II. Моча:
	
	
	

	билирубин
	
	
	

	уробилиноген
	
	
	

	III. Кал:
	
	
	

	стеркобилиноген
	
	
	



Примечание: В пустых графах поставьте обозначения: Н - норма,

( - повышено, ( - понижено, «+» - определяется, «0» - не определяется.

3. У больного 43 лет, через 2 дня после подъема температуры до 38оС появилось желтушное окрашивание кожи и слизистых, моча потемнела, кал обесцветился. В крови уровень общего билирубина - 40 мкмоль/л, прямого 15 мкмоль/л. В моче обнаруживается уробилин и билирубин. Какой вид желтухи вы предполагаете?

4. Больной жалуется на сильные боли в правом подреберье. Отмечается желтушность кожи и слизистых, зуд кожных покровов. Моча темная, кал обесцвеченный. В крови уровень общего билирубина 55 мкмоль/л, прямого - 40 мкмоль/л. В моче определяется билирубин. Вид желтухи? Активность каких ферментов поможет в диагностике заболевания?

5. У больного после переливания крови появилось желтушное окрашивание кожи и слизистых. Какой вид желтухи можно заподозрить? Как изменятся показатели пигментного обмена в крови и моче?

5.4.3. Тесты 

1. ВЫБЕРИТЕ ОДИН НЕПРАВИЛЬНЫЙ ОТВЕТ.
ДЛЯ СИНТЕЗА ГЕМА НЕОБХОДИМ

1) АТФ;


2) сукцинил-КоА;


3) глицин;


4) пиридоксальфосфат;


5) Fe 2+.

2. В КРОВИ СОДЕРЖАНИЕ ОБЩЕГО БИЛИРУБИНА СОСТАВЛЯЕТ
1) 3,5-5,5 мкмоль/л;

2) 5,5-10,5 мкмоль/л;

3) 8,0-20,5 мкмоль/л;

4) 10,0-25,5 мкмоль/л;

5) 15,5-27,5 мкмоль/л.

3. СОДЕРЖАНИЕ СВЯЗАННОГО БИЛИРУБИНА СОСТАВЛЯЕТ

1) 5%;

2) 15%;

3) 25%;

4) 50%.

4. СОДЕРЖАНИЕ СВОБОДНОГО БИЛИРУБИНА СОСТАВЛЯЕТ

1) 5%;

2) 15%;

3) 25%;

4) 50%;

5) 75%.

5. СВОЙСТВА СВОБОДНОГО БИЛИРУБИНА:
1) токсичен;

2) нетоксичен;

3) плохо растворим в воде;

4) проникает через почечный фильтр;

5) не проникает через почечный фильтр.

6. СВОЙСТВА СВЯЗАННОГО БИЛИРУБИНА:
1) токсичен;

2) нетоксичен;

3) хорошо растворим в воде;

4) проникает через почечный фильтр;

5) не проникает через почечный фильтр.

7. ПРИЧИНЫ ГЕМОЛИТИЧЕСКОЙ ЖЕЛТУХИ:
1) серповидно-клеточная анемия;

2) вирусный гепатит;

3) желчно - каменная болезнь;

4) опухоль головки поджелудочной железы;

5) переливание несовместимой крови.

8. ПРИЧИНЫ ПАРЕНХИМАТОЗНОЙ ЖЕЛТУХИ:

1) хронические гепатиты, циррозы;

2) вирусный гепатит;

3) желчно - каменная болезнь;

4) отравление гепатотоксическими ядами;

5) переливание несовместимой крови.

9. ПРИЧИНЫ МЕХАНИЧЕСКОЙ  ЖЕЛТУХИ:

1) серповидно-клеточная анемия;

2) вирусный гепатит;

3) желчно-каменная болезнь;

4) опухоль головки поджелудочной железы;

5) переливание несовместимой крови.

10. СВЯЗАННЫЙ  БИЛИРУБИН ОБРАЗУЕТСЯ В ПЕЧЕНИ ПУТЕМ КОНЪЮГАЦИИ С

1) глюкуроновой кислотой;

2) гиалуроновой кислотой;

3) глюкозой;

4) аскорбиновой кислотой;

       5) гепарином. 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №26)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии

7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклад на тему

      - патобиохимия желтух;

      - виды гемоглобина человека.

Занятие № 26      
1. Тема «Азотсодержащие вещества. Контроль по теме «Азотистый обмен»»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Провести контроль и коррекцию знаний азотистого обмена 
4. Цели обучения:

      - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1.
    - учебная:
  
  знать:  обмен азотсодержащих соединений.
      уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 

          владеть: методами диагностики желтухи, гиперазотемии, подагры.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль знаний

Контрольные вопросы 
       - нуклеиновые кислоты, строение, виды, значение;

 - переваривании нуклеопротеинов в ЖКТ;

       - катаболизм пуриновых азотистых оснований. Назовите продукты и пути их использования.

       - подагра. Биохимические пути лечения этой болезни;

       - синтез пуриновых нуклеотидов;

       - катаболизм пиримидиновых нуклеотидов;

       - синтез пиримидиновых  нуклеотидов;

     - репликация;

     -.транскрипция;

     - генетический код, его свойства;

     - трансляция;

     - регуляция синтеза белка путем воздействия на оперон на примере лактозного гена;

     - гормональная регуляция синтеза белка;

       - хромопротеины, представители хромопротеинов;

       - строение и значение гемоглобина;

       - распад гемоглобина? Какие вещества при этом образуются?      Какова их дальнейшая судьба?

       - формы билирубина, их характеристика;

       - желтухи, виды желтух и их биохимическая диагностика;

       - функции белков плазмы крови; классификация белков плазмы.

       - альбумины, функции. Гипоальбуминемия, причины;.

       - глобулины, функции;

       - характеристика транспортных глобулинов:  трансферрина, церулоплазмина; гаптоглобина, гемопексин;

        - источники ферментов плазмы крови, значение в диагностике болезней;

        - белки острой фазы;

      - взаимосвязь между отдельными  видами обмена веществ;

      - остаточный азот крови, компоненты, виды гиперазотемии.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №27)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой (НИРС не предусмотрена). 
Занятие № 27       

1. Тема «Витамины. Определение аскорбиновой кислоты в биологическом материале»

2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: Витамины - важнейшая группа незаменимых пищевых факторов. Концентрация витаминов в тканях  и суточная потребность в них невелики, но при недостаточном поступлении витаминов в организм наступают характерные и опасные патологические изменения, так как витамины являются составными частями сложных ферментов или действуют самостоятельно через белки - рецепторы и таким образом участвуют в метаболизме. Знания о витаминах необходимы  при обучении на других кафедрах, а также будущей врачебной деятельности. 

4.  Цели обучения:

       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
     - учебная:
   
знать: витамины: определение, классификация, общая характеристика классов; болезни витаминной недостаточности, причины, симптомы; водорастворимые и жирорастворимые витамины,  биохимическая роль;
       уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 

        владеть: методом определения содержания аскорбиновой кислоты в биологическом материале. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ПРИЧИНАМИ ГИПОВИТАМИНОЗА  ЯВЛЯЕТСЯ:

1) напряженная умственная работа;

2) неполноценное питание;

3) заболевания ЖКТ;

4) заболевания печени

  2. АВИТАМИНОЗ – ЭТО

1) состояние организма, возникающее при отсутствии витамина в питании;


2) состояние, возникающее при избытке витамина;


3) состояние, возникающее при частичном отсутствии витамина в питании.

3. АКТИВНАЯ ФОРМА ВИТАМИНА В1 ОБРАЗУЕТСЯ ПУТЕМ

1) метилирования;


2) гидроксилирования;


3) фосфорилирования;


4) гидрирования.
4. ВИТАМИН РР (в форме НАД+) ТРЕБУЕТСЯ ДЛЯ НОРМАЛЬНОГО ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ

1) гликолиза;


2) цикла Кребса;


3) синтеза жирных кислот;


4) β-окисления жирных кислот;


5) глутаматдегидрогеназы;


6) синтеза холестерина. 

 5. ДЛЯ  ОБРАЗОВАНИЯ ПОЛНОЦЕННОГО КОЛЛАГЕНА  НЕОБХОДИМА РЕАКЦИЯ
1) гидрирования;

2) гидролиз;

3) гидроксилирования;

4) метилирования;

5) аминирования.

6. АКТИВНАЯ ФОРМА ВИТАМИНА В2 ОБРАЗУЕТСЯ ПУТЕМ:

1) фосфорилирования;

2) гидрирования;

3) фосфорилирования с последующим присоединением АМФ;

4) метилирования

7.  ПАНТОТЕНОВАЯ КИСЛОТА АКТИВИРУЕТСЯ ПУТЕМ

1) гидрирования;


2) фосфорилирования;


3)  метилирования;


4)  аденилирования. 

8. ДЛЯ СИНТЕЗА ГЛЮКОЗЫ ИЗ ЛАКТАТА ТРЕБУЮТСЯ ВИТАМИНЫ:

1) В1;


2) РР;


3) Н;


4) С.

9. БИОТИН ЯВЛЯЕТСЯ СОСТАВНОЙ ЧАСТЬЮ:


 1) ПДГ;


 2) ЛДГ;


 3) пируваткарбоксилазы;


 4) тиолазы;


 5) ацетил-КоАкарбоксилазы
 10. ФОЛИЕВАЯ КИСЛОТА АКТИВИРУЕТСЯ ПУТЕМ
  1) гидрирования;

  2) фосфорилирования;

  3) аденилирования;

  4) метилирования.

5.2. Основные понятия и положения темы
Витамины - это низкомолекулярные жизненно необходимые биологически активные органические вещества, в основном экзогенного происхождения, действующие в очень малых количествах.

    
Отсутствие или недостаточность витаминов вызывает болезни витаминной недостаточности: авитаминозы и гиповитаминозы. 

     
Авитаминоз наступает при длительном или почти полном отсутствии каких-либо витаминов в пище. 

Гиповитаминоз бывает при частичной недостаточности витаминов в пище. 

     Витаминная недостаточность может быть в двух формах:

- первичная или экзогенная связана с низким содержанием витаминов в пище при однообразном несбалансированном питании. 

- вторичная или эндогенная связана с нарушением всасывания витаминов в ЖКТ, заболеваниях печени, эндокринных патологиях и т.д.

Общие признаки гипо- и авитаминозов

Задержка  в росте (у детей).

Потеря веса.

Быстрая утомляемость, сонливость, снижение физической и умственной работоспособности.

Раздражительность.

Повышенная восприимчивость к инфекциям и неблагоприятным воздействиям окружающей среды. 

Основные причины болезней витаминной недостаточности

Социальные факторы (голодание, однообразное питание).

Биологические факторы (у детей, стариков, беременных, при неблагоприятных воздействиях, курении и т.д. потребность в витаминах выше).

Технология получения и обработки пищевых продуктов.

Уровень культуры.

Различные виды патологий. 

Классификация витаминов

Жирорастворимые: А, Д, Е, К.

Водорастворимые: В1, В2, В6, В12, В9, С, Н, РР, пантотеновая кислота. 

Витаминоподобные вещества: Q, Р (биофлавоноиды), инозит, карнитин, холин, липоевая, оротовая, пангамовая кислоты, S-аденозил-метионин.

Суточная потребность

1. 10-100 мг: С (50-100 мг), РР (14-25 мг), Е (10-20 мг),  Р (25-50 мг), пантотеновая кислота (10 мг).

2. 1-3 мг: В1 (1,4-2, 4 мг), В2 (1,9-3,0 мг), В6 (1,5-2,8 мг), А (1,5 мг). 

3. < 1 мг: Н (150-200 мкг), фолат (400 мкг), В12 (2 мкг), Д (2,5 мкг), К (200-300 мкг). 

Основные функции витаминов

Участие в окислительно-восстановительных реакциях: С, Р, В1, В2, РР, пантотеновая кислота, В9 (фолиевая кислота). 

Участие в обмене жирных кислот: пантотеновая кислота, В2, РР.

Участие в обмене аминокислот: В6, РР.

Различные биосинтезы: Н, В12, В9, Д, А.

Антиоксидантное действие: Е, С.

Антигеморрагическое действие: К.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

- Что такое витамины?

- Дайте классификацию витаминов.

- Чем отличаются водо- и жирорастворимые витамины?

- Что такое болезни витаминной недостаточности? Какие болезни витаминной недостаточности вы знаете?

- Назовите общие признаки болезней витаминной недостаточности.

- Назовите причины витаминной недостаточности.

- Дайте характеристику витаминам по следующей схеме:

химическая природа;

источники витамина;

участие в обмене веществ;

признаки гипо- и авитаминоза.

5.3.2. Лабораторная работа
1. Определение витамина C в растительном материале.

Принцип метода. Метод основан на способности аскорбиновой кислоты восстанавливать краситель 2,6-дихлорфенолиндофенол. Окисленная форма красителя обладает окраской (в кислой среде – розовой), восстановленная форма – бесцветна. Количество витамина C определяют, титруя исследуемый подкисленный раствор дихлорфенолиндофенолом до появления розовой окраски. Пока в растворе есть аскорбиновая кислота, краситель обесцвечивается, когда вся аскорбиновая кислота будет окислена, титруемый раствор приобретает розовую окраску из-за появления окисленной формы красителя.

Ход работы. Навеску растительного материала измельчают и тщательно растирают в ступке с небольшим количеством толченого стекла и 5 мл 1% HCI. По мере растирания прибавляют еще 5 мл HCI и смесь переносят в колбу на 5 мл. Остаток в ступке смывают в ту же колбу 1% р-ром щавелевой кислоты, доводя объем смеси до метки. Содержимое колбы перемешивают и фильтруют. Отбирают нужное количество мл фильтрата (см. таблицу) в чистую колбу и титруют 0,001H р-ром дихлорфенолиндофенола до появления розовой окраски, не исчезающей 30секунд.

	Растительный материал
	Навеска (г)
	Фильтрат (мл)
	Коэффициент пересчета

	Картофель
	5
	10
	50

	Капуста
	5
	5
	100

	Шиповник
	1
	2
	1250


Расчет содержания аскорбиновой кислоты проводят по формуле: A(0,088(K = мг витамина C в 100 г материала, где A – количество

мл р-ра дихлорфенолиндофенола, пошедшего на титрование исследуемого р-ра, 0,088 – количество мг аскорбиновой кислоты, соответствующее 1 мл 0,001 H р-ра дихлорфенолиндофенола, K – коэффициент пересчета на 100 г растительного материала, учитывающий навеску материала и количество мл фильтрата, взятого для титрования.

2. Определение витамина C в моче.

Ход работы. В колбу наливают 1 мл мочи, 7 мл дист. воды, 3 мл 3% р-ра уксусной кислоты и титруем смесь 0,001 H дихлорфенолиндофенола до появления розовой окраски, устойчивой 30 сек. 

Для расчета содержания витамина C в суточной моче используют формулу: A(0,088(1500 = мг витамина C в сутки, где 1500 – суточный диурез в мл, A и 0,088 – то же, что в предыдущей работе.

В норме с мочой за сутки выделяется от 20 до 40 мг витамина C. 

                     Диагностическое значение

Определение содержания витамина C в моче дает представление о запасах этого витамина в организме. У детей его уровень понижается при цинге, а также острых и хронических инфекционных заболеваниях.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
5.4.2. Ситуационные задачи 

1. В инфекционное и гастроэнтерологическое отделение БСМП поступили два больных с вирусным гепатитом и циррозом печени, соответственно. Наряду с другими жалобами оба больных отметили появления в последнее время больших синяков на теле при малейших ушибах. Анализ крови показал у обоих увеличение времени свертывания крови и снижение уровня протромбина в 2 раза. О нарушении обмена какого витамина говорит врачу данная клиническая картина? Какое лечение по этим симптомам должен назначить инфекционист и какое  - терапевт?


2. В хирургическое отделение после травмы поступил больной. Экспресс-лаборатория обнаружила у него в крови тяжелый декомпенсированный ацидоз и увеличение концентрации лактата и пирувата. Какие витамины должен назначить хирург данному больному для нормализации этих показателей?


3. В последний триместр беременности у женщины появились боли в костях. Биохимический анализ крови показал увеличение кальция, снижение концентрации фосфора и повышенную активность щелочной фосфатазы. О нарушениях какого витамина указывает данная клиническая картина? Какое лечение должен назначить женщине акушер-гинеколог? Профилактику какой патологии должен проводить (особенно тщательно) педиатр у ребенка этой женщины после родов?


4. При гриппе и ОРЗ врачи часто назначают больным большие дозы витамина С (3-4 г в сутки). Можно ли применять витамин  С в таких дозах длительно? К чему это может привести?

 
5. Почему при интенсивных кровотечениях в клинике вместе с другими  препаратами назначают викасол?

 5.4.3. Тесты 

1. АВИТАМИНОЗ – ЭТО

1) состояние организма, возникающее при отсутствии витамина в питании;


2) состояние, возникающее при избытке витамина;


3) состояние, возникающее при частичном отсутствии витамина в питании.

2. В РЕАКЦИЯХ ГИДРОКСИЛИРОВАНИЯ УЧАСТВУЮТ:


1) аскорбиновая кислота;


2) НАДН;


3) ФАДН2; 

4) НАДФН.

3. ДЛЯ СИНТЕЗА ПОЛНОЦЕННОЙ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ НЕОБХОДИМ ВИТАМИН

1) С;   

2) А;  

3) РР;  

4) Е.

4. ЖЕЛЕЗОДЕФИЦИТНАЯ АНЕМИЯ ПРИ ЦИНГЕ СВЯЗАНА С:

1) нарушением всасывания Fe 2+  в ЖКТ;


2) невозможностью выхода Fe 2+ из депо;


3) усиленной потерей Fe 2+ с мочой;


4) усиленной потерей Fe 2+ через ЖКТ.

5.  АКТИВНАЯ ФОРМА ВИТАМИНА В1 ОБРАЗУЕТСЯ ПУТЕМ:


1) метилирования;


2) гидроксилирования;


3) фосфорилирования;


4) гидрирования.

6. ВИТАМИН В1 Входит В Состав:


1) пируватдегидрогеназы;


2) 2-оксоглутаратдегидрогеназы;


3) трансальдолазы;


4) малатдегидрогеназы;


5) транскетолазы;


6) еноил-КоА-редуктазы.

7. ВИТАМИН В2 В ФОРМЕ ФМН НЕОБХОДИМ ДЛЯ РАБОТЫ:


1) цикла Кребса;


2) пентозофосфатного пути;


3) дыхательной цепи;


4) β-окисления жирных кислот. 

8. ПРИ ЛЕЧЕНИИ ТУБЕРКУЛЕЗА ФТИВАЗИДОМ ВОЗМОЖНО ВОЗНИКНОВЕНИЕ ГИПОВИТАМИНОЗА В6:


1) из-за поврежденной микрофлоры кишечника;


2) из-за модификации В6;


3) из-за затруднения всасывания. 

9. ВИТАМИН РР (В ФОРМЕ НАД+) ТРЕБУЕТСЯ ДЛЯ НОРМАЛЬНОГО ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ:

1) гликолиза;


2) цикла Кребса;


3) синтеза жирных кислот;


4) β-окисления жирных кислот;


5) глутаматдегидрогеназы;


6) синтеза холестерина. 

10. В СОСТАВ HS-KOA ВХОДИТ:


1) РР;


2) В2 (в форме ФМН);


3) фолиевая кислота;


4) пантотеновая кислота.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №28)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить рефераты на тему:

- витамины, участвующие в реакции гидроксилирования;

- витамины, необходимые для усложнения молекул;


- витамины, необходимые для синтеза АТФ.

Занятие № 28      
1. Тема «Введение в биохимию регуляций. Механизм действия гормонов. Качественные реакции на гормоны»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: Является основой для понимания механизмов регуляции в организме и потребуется для изучения последующих тем данного раздела, а также курса патологии.
4. Цели обучения:

        - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
      - учебная:
    
знать: механизмы внутриклеточной регуляции; классификация межклеточных регуляторов; механизмы действия межклеточных регуляторов; регуляция выработки периферических гормонов через гипоталамус – гипофиз;
        уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач; 

             владеть: методами качественного определения гормонов в биологическом материале.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

 1.
МЕХАНИЗМАМИ КЛЕТОЧНОЙ АУТОРЕГУЛЯЦИИ ЯВЛЯЮТСЯ:
1)
мембранный;

2)
изменение активности ферментов;

3)
изменение количества ферментов;

4)
изменение концентрации метаболитов.

 2.МЕЖДУ КОЛИЧЕСТВОМ ФЕРМЕНТА ПРИ НАСЫЩАЮЩИХ КОНЦЕНТРАЦИИ СУБСТРАТА И СКОРОСТЬЮ РЕАКЦИИ, КОТОРУЮ ОН КАТАЛИЗИРУЕТ, СУЩЕСТВУЕТ
1)
обратная пропорциональная зависимость;

2)
прямая пропорциональная зависимость;

3)
нет зависимости.

 3. СУБСТРАТОМ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ ЯВЛЯЕТСЯ
1)ГТФ;

2)
ЦТФ;
3)
АТФ;
4)
гликоген.

 4. ПОСРЕДНИКОМ В ДЕЙСТВИИ ГОРМОНОВ ЯВЛЯЮТСЯ:
1)
цАТФ;
2)
цАМФ;
3)
цУТФ;
4)
цГМФ.

 5. НУКЛЕОТИДЫ СОСТОЯТ ИЗ:
1)
азотистого основания, сахара, фосфорной кислоты;

2)
азотистого основания, аминосахара, фосфорной кислоты;

3)
азотистого основания, спирта, фосфорной кислоты.

 6. ИЗ АРАХИДОНОВОЙ КИСЛОТЫ ОБРАЗУЮТСЯ:
1)
катехоламины;

2)
пепсин;
3)
меланин;
4)
лейкотриены.

 7. АМИНОКИСЛОТА ЯВЛЯЕТСЯ ПРЕДШЕСТВЕННИКОМ:
1)
глюкагона;
2)
катехоламинов;

3)
триэтаноламина;

4)
меланина.

 8. ОГРАНИЧЕННЫМ ПРОТЕОЛИЗОМ АКТИВИРУЮТСЯ СЛЕДУЮЩИЕ ФЕРМЕНТЫ:
1)
гликозидазы;

2)
эстеразы;
3)
пептидазы;
4)
дегидрогеназы

9.
КОВАЛЕНТНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ ЗАКЛЮЧАЕТСЯ В ПРИСОЕДИНЕНИИ ИЛИ ОТЩЕПЛЕНИИ КАКИХ-ЛИБО ХИМИЧЕСКИХ ГРУПП:
1)
 витаминов;
2)
 ионов металлов;

3)
 метильной;
4)
 фосфорной кислоты.

 10. ПРИ   ИЗМЕНЕНИИ   АКТИВНОСТИ   ФЕРМЕНТОВ   ОГРАНИЧЕННЫМ   ПРОТЕОЛИЗОМ ПРОИСХОДИТ:
1)
присоединение олигопептида;

2)
отщепление олигопептида;

3)
присоединение полипептида;

4)
отщепление полипептида;

5)
присоединение аминокислоты;

6)
отщепление аминокислоты.

5.2. Основные понятия и положения темы
Задача регуляторных систем – сохранение гомеостаза. Обязательным для регуляции является наличие прямых и обратных связей, с помощью которых осуществляется интеграция и координация. Интеграция – это объединение элементов системы в единое целое. 

Координация (соподчинение) – это подчинение менее важных элементов системы более важным элементам. Интеграция и координация – это две стороны процесса регуляции. 

Различают:

1. Внутриклеточную регуляцию (ауторегуляцию).

2. Дистантную регуляцию (межклеточную).

                         Механизмы внутриклеточной ауторегуляции

1. Компартментализация (мембранный механизм). 

Роль мембран состоит в следующем: 

а) мембраны делят клетки на отсеки и в каждом из них осуществляются свои процессы;

б) мембраны обеспечивают активный транспорт;

в) в мембраны встроены ферменты;

г) мембраны защищают клетку от внешних воздействий.

Воздействием на функции мембран клетка может регулировать тот или иной процесс. 

2. Изменение активности ферментов.

3. Изменение количества ферментов.

Классификация межклеточных регуляторов

1. Анатомо-физиологическая:


а) Гормоны – межклеточные регуляторы, доставляемые к клеткам-мишеням током крови. Вырабатываются в эндокринных железах или рассеянных железистых клетках.

 
б) Нейрогормоны вырабатываются нервными клетками и выделяются в синаптическую щель, то есть в непосредственной близости от клетки-мишени. Нейрогормоны делятся на медиаторы и модуляторы. Медиаторы обладают непосредственным пусковым эффектом. Модуляторы изменяют эффект медиаторов. Примерами медиаторов являются ацетилхолин и норадреналин; модуляторов – гаммааминомасляная кислота, дофамин и другие.  

 
в) Локальные гормоны – это межклеточные регуляторы, действующие на близлежащие к месту их синтеза клетки. Пример: гормоны, производные жирных кислот.

2. Классификация по широте действия:

 
а) Гормоны универсального действия действуют на все ткани организма (например, катехоламины, глюкокортикостероиды).

 
б) Гормоны направленного действия действуют на определенные органы-мишени (например, АКТГ действует на кору надпочечников).

3. Классификация по химическому строению:

а) Белково-пептидные гормоны:

· Олигопептиды (кинины, АДГ).

· Полипептиды (АКТГ, глюкагон).

· Гликопротеины (ТТГ, ГТГ).

б) Производные аминокислот: 

· Катехоламины и йодтиронины - образуются из тирозина;

· Ацетилхолин - образуется из серина.

· Серотонин, триптамин, мелатонин - образуются из триптофана.

в) Липидные гормоны:

· стероидные гормоны (гормоны коры надпочечников и половые гормоны);

· производные полиненасыщенных жирных кислот (простагландины, тромбоксаны, лейкотриены).

Механизмы действия межклеточных регуляторов.

Все межклеточные регуляторы (в дальнейшем, гормоны) управляют только путем вмешательства в ауторегуляцию клетки. Обязательным участником гормонального влияния является рецептор. 

Рецепторы – это белковые молекулы, специфически связывающие данный гормон, в результате чего возникает какой-либо эффект.

Гормон начинает свое действие с соединения с рецептором, образуя гормон-рецепторный комплекс. 

Гормон и рецептор имеют одинаковое значение. Эффект зависит от каждого из них в равной степени. 

Рецепторы могут находиться внутри клетки, а также на клеточной мембране. 

Механизм действия гормонов через внутриклеточные рецепторы.

Гормон проникает в клетку, связывается с рецептором. Образованный таким образом гормон-рецепторный комплекс перемещается в ядро и действует на генетический аппарат клетки. В результате меняется процесс транскрипции, а в дальнейшем, синтез белков. Таким образом, данные гормоны влияют на количество ферментов в клетке. 

Механизм действия гормонов через рецепторы плазматических мембран

В этом случае гормон не проникает в клетку, а взаимодействует с рецептором на поверхности мембраны.  Далее, возможны два варианта событий: 

1. Первый вариант – с рецептором связан фермент, который из специфического субстрата образует второй посредник. Второй посредник далее связывается со своим рецептором в клетке. Чаще всего рецептором посредника является протеинкиназа, которая за счет фосфата АТФ, фосфорилирует белки. В результате, изменяются их свойства, возникает биохимический и физиологический эффект.

2. Второй вариант – рецептор связан не с ферментом мембраны, а с ионным каналом. При связывании гормона с рецептором, канал открывается, ион поступает в клетку и выполняет функции  второго посредника. 

Хорошо изученными вторыми посредниками являются циклические нуклеотиды (цАМФ, цГМФ) и Ca2+.  

Механизм действия гормонов через цАМФ

Когда соответствующий гормон связывается с рецептором, в мембране активируется фермент аденилатциклаза, который из АТФ образует цАМФ. ЦАМФ является аллостерическим активатором протеинкиназы, которая фосфорилирует белки и изменяет их свойства. Например, фосфорилирование  фосфорилазы приводит к повышению ее активности, а фосфорилирование гликогенсинтетазы – к снижению. цАМФ расщепляется до АМФ фосфодиэстеразой. 

Содержание цАМФ в клетке увеличивают: глюкагон, катехоламины (через (-рецепторы), антидиуретический гормон, гистамин (Н2-рецепторы), простагландин-Е, простациклин, тиреотропный гормон, АКТГ, холерный токсин. 

Содержание цАМФ в клетке снижают: ацетилхолин (М-холинорецепторы), катехоламины ((2-рецепторы), соматостатин, ангиотензин-II, опиаты, коклюшный токсин. 

Функции цАМФ

1. Высший уровень регуляции внутриклеточных процессов

1.1. Общие функции:

· изменение проницаемости мембран;

· изменение синтеза макромолекул;

· изменение активности ферментов;

· изменение процессов деления;

1.2. Частные эффекты: 

· в нейронах – увеличение возбудимости;

· в сердце – стимуляция;

· в гладких мышцах – расслабление;

· в железах – увеличение секреции;

· изменение иммунных реакций;

· дезагрегация тромбоцитов. 

2. Второй посредник в действии гормонов. 

Механизм действия гормонов через Са2+
В невозбужденной клетке концентрация кальция 10-7М. При возбуждении концентрация кальция возрастает до 10-6–10-5М. Источниками кальция для этого являются: межклеточная жидкость (содержание кальция – 10-3М), эндоплазматический ретикулум (тоже содержание кальция – 10-3М). 

Когда гормон связывается с рецептором, в мембране открывается кальциевый канал. В результате содержание кальция в клетке возрастает. Кальций связывается с белком клеток – кальмодулином, образуется комплекс, который может действовать непосредственно на белки, вызывая эффекты, или действовать на кальмодулин-зависимую протеинкиназу. Эта протеинкиназа фосфорилирует белки, в результате изменяются их свойства. 

Кальций выполняет те же функции, что и цАМФ, за исключением того, что в гладких мышцах вызывает сокращение, тромбоцитах – агрегацию. 

Содержание кальция в клетке повышают: катехоламины через (1-рецепторы, ацетилхолин через М-холинорецепторы, гистамин через Н1-рецепторы, тромбоксан, ангеотензин-II. 

Механизм регуляции эндокринных желез через гипоталамус-гипофиз

Когда концентрация периферического гормона в крови снижается, тогда из гипоталамуса выделяются либерины, которые действуют на гипофиз и стимулируют освобождение тропинов. Тропины действуют на периферические железы и усиливают освобождение из них гормонов, концентрация которых возрастает. Это фиксируется рецепторами гипоталамуса. Он прекращает освобождение либеринов, но усиливает выброс статинов, которые тормозят гипофиз. 

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

- интеграция и координация, прямые и обратные связи;

- механизмы внутриклеточной регуляции;

- классификация межклеточных регуляторов;

- понятие о гормональном рецепторе;

- механизм действия гормонов через внутриклеточные рецепторы; 

- механизм действия гормонов через цАМФ.
5.3.2. Лабораторная работа
 Качественные реакции на гормоны.

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на  1 мл.

	
	3.
	Глазная пипетка.

	
	 
	 

	
	
	 


	Реактивы: 
	1.
	 Раствор инсулина.   

	
	2.
	 Биуретовый реактив.

	
	3.
	 Гидролизат тиреоидина.

	
	4.
	 Раствор KJO3.


	
	5.
	1% раствор крахмала.

	
	6.
	30% раствор NaOH.

	
	7. 
	2% раствор динитробензола.

	
	8.
	Моча.


Ход работы:

1) Подтверждение пептидной природы инсулина. 

К 0,5 мл раствора инсулина приливают 0,5 мл биуретового реактива. Через-10 мин развивается сине-фиолетовая окраска, характерная для реакции на белок.

2) Открытие йода в тироксине 

 К гидролизату добавляют 20 капель раствора KJO3 и 3 капли 1% раствора крахмала. Появляется синее окрашивание, обусловленное реакцией йода с крахмалом. 

 3) Качественное определение 17-кетостероидов в моче. 

В пробирку наливают 5 капель мочи, 5 капель 30% раствора едкого натра и 5 капель 2% спиртового раствора м-динитробензола. Перемешивают и через 2-3 минуты наблюдают вишнево-красное окрашивание.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы 
1. Почему с помощью биуретовой реакции можно обнаружить инсулин?

2. Какие еще гормоны можно открыть с помощью биуретовой реакции?

3. Почему  при обнаружении тироксина используют крахмал?

4. Какой качественной реакцией можно обнаружить 17-кетостероиды?

5. К какой группе гормонов по химической классификации относятся стероидные гормоны?

6. К какой группе гормонов по химической классификации относится  тироксин?

7. Почему для количественного определения гормонов требуются методы высокой чувствительности?

8. Почему качественные реакции редко используются для обнаружения гормонов в моче?
 5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Почему Но-шпа снимает мышечный спазм?

 2. Какие преимущества создает синтез гормонов в виде прогормонов и препрогормонов?

3. Напишите схему регуляции выработки периферических гормонов через гипоталамус-гипофиз, используя ее, ответьте на следующие вопросы:


а) что такое прямая связь? Какое значение она имеет в регуляции?


б) что такое обратная связь? Виды обратных связей. Какое значение в регуляции они имеют?


в) к чему приведет поломка отрицательной обратной связи?


г) назовите причины усиления выработки периферических гормонов.


   4. Почему для регуляции требуются небольшие концентрации регуляторов? Приведите примеры.


   5. В чем биологический смысл того, что межклеточные регуляторы действуют не прямо, а включают механизмы внутриклеточной регуляции?

5.4.3. Тесты 

1. МЕХАНИЗМАМИ КЛЕТОЧНОЙ АУТОРЕГУЛЯЦИИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) мембранный;

2) изменение активности ферментов;

3) изменение количества ферментов;

4) изменение  концентрации  метаболитов.

2. МЕМБРАНЫ ВЫПОЛНЯЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ФУНКЦИИ:


1) делят клетку на отсеки (органоиды);


2) обладают избирательной проницаемостью;


3) к ним прикрепляются  ферменты, в результате образуются ферментативные цепи;


4) защищают клетку от внешних воздействий.

3.МЕЖДУ КОЛИЧЕСТВОМ ФЕРМЕНТА ПРИ НАСЫЩАЮЩИХ КОНЦЕНТРАЦИИ СУБСТРАТА И СКОРОСТЬЮ РЕАКЦИИ, КОТОРУЮ ОН КАТАЛИЗИРУЕТ СУЩЕСТВУЕТ 



1) обратная пропорциональная зависимость;


2) прямая пропорциональная зависимость;


3) нет зависимости.

4.МЕХАНИЗМАМИ ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ ЯВЛЯЮТСЯ:


1) конкурентное ингибирование;


2) аллостерическая регуляция;


3) химическая модификация;


4) необратимое ингибирование.

5. ГОРМОНАЛЬНЫЙ РЕЦЕПТОР – ЭТО


1) белковая молекула, способная специфически присоединить гормон;


2) липидная молекула, способная присоединить гормон;


3) углеводная молекула, способная присоединить гормон;

4) молекула нуклеиновой кислоты, способная присоединить гормон.

6. ЗАДАЧА ГОРМОНАЛЬНОГО РЕЦЕПТОРА:


1) узнать и присоединить гормон;


2) узнать и расщепить гормон;


3) узнать и модифицировать гормон;

4) узнать и активировать гормон.

7. ЕСЛИ ГОРМОНАЛЬНЫЙ РЕЦЕПТОР НАХОДИТСЯ ВНУТРИ КЛЕТКИ, ТОГДА


1) гормон действует через второго посредника;


2) гормон проникает в клетку.

8. ЕСЛИ РЕЦЕПТОР НАХОДИТСЯ НА ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЕ, ТОГДА


1) гормон действует через второго посредника;


2) гормон проникает в клетку.

9. СУБСТРАТОМ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ ЯВЛЯЕТСЯ


1) ГТФ;


2) ЦТФ;


3) АТФ;


4) гликоген.

 10. ЦАМФ ЯВЛЯЕТСЯ  АЛЛОСТЕРИЧЕСКИМ АКТИВАТОРОМ


1) гексокиназы;


2) пируваткиназы;


3) протеинкиназы;


4) аденилатциклазы.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №29)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклады по теме занятия:

- Виды межклеточной коммуникации (гуморальная и за счет прямых межклеточных контактов). Эндокринная, паракринная, аутокринная регуляция клеточных функций. Виды клеточных рецепторов: рецепторы полипептидных гормонов, рецепторы стероидных гормонов, рецепторы полипептидных факторов роста. Особенности локализации рецепторов в клетках. Принципиальные различия в механизмах активации рецепторов.

 - Механизмы реализации клеточного ответа при действии оксида азота (NO): роль гуанилатциклазы, циклической АДФ-рибозы, кальция. Механизм образования пероксинитрита. Физиологические эффекты NO в клетках различной природы.

 - Внутриклеточный гомеостаз кальция. Базальный уровень кальция в клетках и его изменение при стимуляции клеточных рецепторов. Осцилляции концентрация кальция в цитоплазме. Внутриклеточные кальциевые депо (ЭПР, митохондрии, ядро). Вторичные посредники – регуляторы высвобождения кальция из внутриклеточных депо (инозитолфосфаты и циклическая АДФ-рибоза).

 - Нарушение гомеостаза кальция в клетках при патологических состояниях (апоптоз, некроз, гипоксия).

Занятие № 29     
1. Тема «Белково-пептидные гормоны»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: к белково-пептидным гормонам относятся более 100 гормонов. Знание данной темы будет использовано в курсах патологии и экстремальной медицины.
4. Цели обучения:

       - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1. 
        - учебная:
     знать: соматотропин, химическая природа, регуляция секреции, эффекты, патология. Глюкагон, значение. Пролактин. Строение. Регуляция секреции. Механизм действия. Эффекты. Патология;
     уметь: работать с литературой и писать рефераты, готовить доклады, решать задачи;
     владеть: навыками работы с мультимедийной установкой.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:
1. К БЕЛКОВО-ПЕПТИДНЫМ ГОРМОНАМ ОТНОСЯТСЯ:

1) глюкокортикостероиды; 

2) соматотропин; 

3) тироксин; 

4) серотонин;                

5) ацетилхолин; 

6) адреналин.
2. ГЛЮКАГОН ОБРАЗУЕТСЯ В

     1) гипофизе;

     2) щитовидной железе;

     3) поджелудочной железе;

     4) коре надпочечников.

3. РЕЦЕПТОРЫ К ГЛЮКАГОНУ НАХОДЯТСЯ

     1) на мембране клеток;

     2) внутри клеток;

     3) в межклеточной жидкости;

     4) в ЭПС.

4. ГЛАВНОЙ МИШЕНЬЮ ГЛЮКАГОНА ЯВЛЯЕТСЯ

     1) жировая ткань;

     2) печень;

     3) мышцы;

     4) селезенка.

5. ГЛЮКАГОН ВЫЗЫВАЕТ СЛЕДУЮЩИЕ ЭФФЕКТЫ:

1) усиливает распад гликогена;

2) усиливает ГНГ;

3) усиливает липолиз;

4) тормозит липолиз;

5) усиливает синтез кетоновых тел;

6) тормозит ГНГ;

  7) усиливает окисление жирных кислот.

6. СОМАТОТРОПИН ОБРАЗУЕТСЯ В

     1) щитовидной железе;

     2) гипоталамусе;

     3) коре надпочечников;

     4) гипофизе.

7. СОМАТОТРОПИН 

     1) стимулирует синтез белков;

     2) стимулирует липолиз;

     3) тормозит синтез белков;

     4) стимулирует освобождение глюкагона;

     5) тормозит освобождение глюкагона.

8. СОМАТОТРОПИН ДЕЙСТВУЕТ ЧЕРЕЗ

     1) цАМФ;

     2) цГМФ;

     3) Са2+;

     4) инозитолтрифосфат.

9. ПРИ ГИПЕРСЕКРЕЦИИ СТГ У ДЕТЕЙ ВОЗНИКАЕТ

     1) микседема;

     2) акромегалия;

     3) гигантизм;

     4) нанизм.

10. ПРИ ГИПОСЕКРЕЦИИ СТГ У ДЕТЕЙ ВОЗНИКАЕТ

     1) микседема;

     2) акромегалия;

     3) гигантизм;

     4) нанизм.

5.2. Основные понятия и положения темы
Белково - пептидные гормоны

1. Либерины,  статины, андидиуретический гормон, окситоцин – гормоны гипоталамуса.
2. Тропины (соматотропин, тиреотропин, кортикотропин, фоликулостимулирующий, лютеонизирующий, пролактин) – гормоны гипофиза.

3. Тиреокальцитонин – гормон щитовидной железы.

4. Паратгормон  - гормон паращитовидной железы.

5. Тимозин – гормон тимуса.

6. Инсулин – гормон А-клеток поджелудочной железы.

7. Глюкагон – гормон В-клеток поджелудочной железы.

8. Гастрин, секретин, холецистокинин, энтерогастрон – гормоны ЖКТ.

9. Гормоны предсердий.

10. Факторы роста клеток, нервов, сосудов.

11. Ангиотензин-II, кинины – гормоны крови.
5.3. Самостоятельная работа по теме:
  
Студентам предлагается  провести занятие в форме конференции. Для этого группу делят на подгруппы. В каждой подгруппе назначают лектора, рецензента и оппонентов.

      Лекторы получают темы докладов. Доклад готовится в течение 15 минут. За это время остальные студенты каждой подгруппы составляют вопросы и ситуационные задачи по теме доклада. Заслушивают и обсуждают все доклады.

 В конце занятия преподаватель оценивает работу каждого обучающегося.

 5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:    

- Соматотропин. Регуляция синтеза. Механизмы действия. Эффекты.


- Патологии, связанные с соматотропином.


- Глюкагон. Строение. Регуляция секреции. Механизм действия. Эффекты.


- Пролактин. Строение. Регуляция секреции. Механизм действия. Эффекты. Патология.


- Гормоны ЖКТ. Строение. Механизм секреции и действия. Эффекты. 

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Ситуационные задачи 
       1. Почему снижение выработки соматостатина приводит к акромегалии?

2. Одним из осложнений акромегалии является сахарный диабет. Почему он  возникает?


3. Ребенок отставал в росте от своих сверстников. Какие биохимические исследования необходимо провести, чтобы выяснить причины этого состояния?   


4. Объясните, почему усиление секреции глюкагона может привести к истощению запасов инсулина?    


5. Почему усиление секреции тиреолиберина  может вызвать лактацию у женщины?


6. Дофамин ингибирует секрецию пролактина. К чему может привести недостаток дофамина?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №30)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

   Подготовить доклады:
    - Соматотропин. Регуляция синтеза. Механизмы действия. Эффекты.


- Патологии, связанные с соматотропином.


- Глюкагон. Строение. Регуляция секреции. Механизм действия. Эффекты.


- Пролактин. Строение. Регуляция секреции. Механизм действия. Эффекты. Патология.


- Гормоны ЖКТ. Строение. Механизм секреции и действия. Эффекты. 
Занятие № 30    
1. Тема «Сахарный диабет. Биохимическая диагностика сахарного диабета и его осложнений»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие в интерактивной форме
3. Значение темы: Сахарный диабет – одна из самых распространенных болезней в мире. В основе этой болезни лежит инсулиновая недостаточность, результатом которой является нарушение обмена веществ и многочисленные осложнения. Знание данной темы потребуется в курсах патологии, фармакологии и экстремальной медицины.
4. Цели обучения:

        - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1 и профессиональными компетенциями ПК-48, ПК-49.
      - учебная:
        знать: инсулин, строение, механизм действия, влияние на обмен веществ. Сахарный диабет. Патогенез. Нарушение обмена веществ при сахарном диабете. Биохимическая диагностика сахарного диабета и его осложнений.
   уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач;
        владеть: методами диагностики сахарного диабета и его осложнений. 
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:
1. ИНСУЛИН ВЫРАБАТЫВАЕТСЯ В:
1) 
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-клетках поджелудочной железы;

2) 
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-клетках поджелудочной железы;

3) клетках щитовидной железы;

4) клетках паращитовидной железы.

2. СКОРОСТЬ СЕКРЕЦИИ ИНСУЛИНА ЗАВИСИТ ОТ КОНЦЕНТРАЦИИ В КРОВИ:
1) глюкозы;

2) аминокислот;

3) жирных кислот; 

4) фруктозы.

3. СЕКРЕЦИЮ ИНСУЛИНА УВЕЛИЧИВАЮТ:
1) богатая белками пища;

2) катехоламины

3) пища, богатая липидами;

4) пища, богатая углеводами.

4. ГЛАВНЫМИ МИШЕНЯМИ ИНСУЛИНА ЯВЛЯЮТСЯ:
1) мышцы;

2) головной мозг;

3) костная ткань;

4) почки.

5. ИНСУЛИН РЕАЛИЗИРУЕТ СВОИ ЭФФЕКТЫ:
1) проникая в клетку;

2) не проникая в клетку;

3) проникая в митохондрии.

6. ПРИ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ СОДЕРЖАНИЕ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ НАТОЩАК:
1) 4,0 ммоль/л;

2) 7,8 ммоль/л;

3) 5,5 ммоль/л.

7. ПРИ ГИПЕРГЛИКЕМИИ В УСЛОВИЯХ САХАРНОГО ДИАБЕТА ПРОДОЛЖАЕТСЯ УТИЛИЗАЦИЯ ГЛЮКОЗЫ КЛЕТКАМИ:
1) головного мозга;

2) мышцами;

3) печенью.

8. БОЛЬНЫМ ИНСУЛИННЕЗАВИСИМЫМ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ НАЗНАЧАЮТ ДИЕТУ:
1) бедную углеводами;

2) богатую волокнистыми продуктами;

3) богатую белками.

9. В НОРМЕ СОДЕРЖАНИЕ ГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО ГЕМОГЛОБИНА СОСТАВЛЯЕТ:
1) 10%;
2) 5%;

3) 15%;

4) 20%;

10. ДЛЯ БИОХИМИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ САХАРНОГО ДИАБЕТА ОПРЕДЕЛЯЮТ:
1) глюкозу крови натощак;

2) кетоновые тела в моче;

3) холестерин в сыворотке крови;

4) НЭНК.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

Студенты организуются в группы. Каждая группа получает задание, конечной целью которого явялется установление наличия или отсутствия сахарного диабета. Для этого группа получает биологический материал (кровь, мочу), в котором определяют глюкозу, холестерин, серогликоиды, кетоновые тела и ЛПНП.


      По результатам проведенных исследований студенты делают заключение, оформляют протоколы, готовятся к защите лабораторной работы, решают ситуационные задачи.

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

- Строение инсулина,  место синтеза, образование активной формы, мишени инсулина,   механизм действия.

   
- Влияние инсулина на углеводный обмен.

- Влияние инсулина на липидный обмен.

- Влияние инсулина на белковый обмен.

- Что такое сахарный диабет?

- Нарушения углеводного обмена при сахарном диабете.

- Нарушения липидного обмена при сахарном диабете.

- Нарушения белкового обмена при сахарном диабете 

       
- Осложнения при сахарном диабете. Объясните их биохимические причины.


- Диагностика сахарного диабета.
5.3.2. Лабораторная работа
В полученной задаче выполнить:

               1. Определение глюкозы в крови и в моче.

               2. Определение серогликоидов в сыворотке крови. 

               3. Определение общего холестерина в сыворотке крови.

               4. Определение (-липопротеидов в сыворотке крови.

               5. Определение кетоновых тел в моче.

       На основании полученных результатов сделать вывод о наличии или отсутствии сахарного диабета и имеющихся осложнениях.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
 
1. Принцип метода колориметрии.

2. Принцип метода центрифугирования.

3. Что такое стандартный раствор?

4. Чем различаются контрольная и опытная пробы?

5. Как строится сахарная кривая? Что она дает для диагностики?

6. Что такое сахарная нагрузка?

7. Какой вид имеют сахарные кривые в норме и патологии?

8. Почему у больных сахарным диабетом периодически измеряют содержание холестерина в сыворотке крови?

9. Почему у больных сахарным диабетом периодически измеряют содержание серогликоидов в сыворотке крови?

10. Почему у больных сахарным диабетом периодически измеряют содержание кетоновых тел в моче?

11. Чем опасна длительная гипергликемия?

12. Почему у больных сахарным диабетом повышается содержание мочевины в сыворотке крови?

13. Почему  повышение кетоновых тел  в крови опасно для жизни?

14. Почему у больных сахарным диабетом часто возникает катаракта?

15. Почему у больных сахарным диабетом рН крови сдвигается в кислую сторону?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1.  В клинику поступил больной с запахом ацетона изо рта?  Ваша тактика?

2. Два больных диабетом в бессознательном состоянии доставлены в клинику. После инъекции глюкозы один их них пришел в сознание, другой остался без сознания. Каковы причины  этих состояний?

3. Почему инсулин назначают больным сахарным диабетом в виде  инъекций, а не в виде таблеток?

4. На приеме у врача больные сахарным диабетом. Один пациент пожилого возраста страдает ожирением, у другого – молодого вес тела существенно ниже нормы. Объясните, чем отличается направленность липидного обмена у этих больных?

5. У пациента в крови и моче резко повышено содержание ацетоацетата и  β-гид-роксибутирата. Что может быть  причиной  этого повышения? Какие дополнительные биохимические исследования необходимо назначить для уточнения диагноза?

6. У пациента опухоль поджелудочной железы. При этом  повышен синтез инсулина и наблюдаются симптомы: дрожь, слабость и утомляемость, потливость, постоянное чувство голода. Как влияет избыток инсулина на обмен веществ? Почему развиваются выше названные симптомы? Почему это может привести к нарушению мозговой деятельности?

7. Больному сахарным диабетом назначены инъекции инсулина, но положительного эффекта не было, и концентрация глюкозы в крови оставалась высокой. Какой тип сахарного диабета можно предположить у больного? Ответ обоснуйте.

8. Существует выражение: «сахарный диабет – это голод среди изобилия». Объяните это выражение.
5.4.3. Тесты 

1. ГОРМОНАМ СВОЙСТВЕННЫ СЛЕДУЮЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

а) гормональный эффект реализуется через белковые рецепторы и внутриклеточные посредники

б) гормоны оказывают своё действие в незначительных количествах

в) гормоны оказывают своё действие путем усиления синтеза ферментов de novo или изменяя их активность

г) гормоны не являются веществами органической природы

д) железы внутренней секреции и продуцируемые ими гормоны составляют систему с прямой и обратной связями

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) б, в, г, д

2) а, б, г

3) б, в, д

4) а, б, в, д 

5) б, в

2. ГОРМОНАЛЬНЫЙ РЕЦЕПТОР ЭТО:

1) липопротеид;

2) хромопротеид;

3) гликопротеид;

4) фосфопротеид.

3. ЧЕРЕЗ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ ДЕЙСТВУЮТ:

1) йодтиронины;

2) стероидные гормоны;

3) катехоламины;

4) инсулин.

4. ВЫБЕРИТЕ ОДИН ПРАВИЛЬНЫЙ ОТВЕТ. ВСЕ ГОРМОНЫ:

1) проявляют свои эффекты через взаимодействие с рецепторами;

2) образуются в передней доле гипофиза;

3) изменяют активность ферментов в клетках мишенях;

4) индуцируют синтез ферментов в клетках мишенях.

5. ДЕПОНИРОВАНИЕ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ПОСЛЕ ПРИЕМА УГЛЕВОДНОЙ ПИЩИ СТИМУЛИРУЕТ:

1) глюкагон;

2) альдостерол;

3) инсулин;

4) адреналин.

6. ИСТИННЫМИ ГОРМОНАМИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) инсулин;

2) норадреналин;

3) ацетилхолин;

4) адреналин.

7. К БЕЛКОВО-ПЕПТИДНЫМ ГОРМОНАМ ОТНОСЯТСЯ:

1) глюкокортикостероиды; 

2) соматотропин; 

3) тироксин; 

4) серотонин;                

5) ацетилхолин; 

6) адреналин.

8. СОПУТСТВУЮЩЕЙ ПАТОЛОГИЕЙ ПРИ АКРОМЕГАЛИИ МОЖЕТ БЫТЬ:

1) сахарный диабет;

2) нанизм;

3) микседема;

4 гипертиреоз.

9. ПРИ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ АЦЕТИЛ-КОА ПРЕИМУЩЕСТВЕННО ИСПОЛЬЗУЕТСЯ В:

      1) цикле Кребса;

      2) синтезе холестерина;

      3) синтезе кетоновых тел;

      4) синтезе жирных кислот.

10.  ПОСРЕДНИКОМ В ДЕЙСТВИИ ГОРМОНОВ, НЕ ПРОНИКАЮЩИХ ЧЕРЕЗ КЛЕТОЧНЫЕ МЕМБРАНЫ,  ЯВЛЯЮТСЯ:

  1) цТМФ;

  б) цГМФ;

  3) цУМФ;

  4) цАМФ;

  5 Са2+.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №31)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклад на тему

      - патобиохимия сахарного диабета и его осложнений.

Занятие № 31       
1. Тема «Гормоны, производные аминокислот. Липидные гормоны. Определение адреналина в моче»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие
3. Значение темы: Изменение секреции данных гормонов приводит к серьезным нарушениям в организме, в частности кретинизму, микседеме, гипертиреозу, болезни Иценко-Кушинга и другим. Некоторые из этих гормонов используются как лекарственные средства. Знание данной темы потребуется в курсах патологии, фармакологии и экстремальной медицины.
4. Цели обучения:

- общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
       - учебная:


знать: липидные гормоны, классификация. Стероидные гормоны, механизм действия глюкокортикостероидов, эффекты, патология. Гормоны, производные полиненасыщенных жирных кислот. Йодтиронины, регуляция секреции, механизм действия, эффекты, патология. Катехоламины, механизм действия, влияние на обмен веществ, патология.

    уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач;
    владеть: методом определения адреналина в моче.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1.  ЛИБЕРИНЫ:

1) небольшие пептиды;

2) активируют секрецию тропных гормонов;

3) взаимодействуют с мембранными рецепторами;

4) вызывают секрецию.

2. ОРГАН-МИШЕНЬ АЛЬДОСТЕРОНА:

1) жировая ткань;

2) кишечник;

3) мышцы;

4) почки.

3. ГОРМОНАЛЬНЫЙ РЕЦЕПТОР ЭТО:

1) липопротеид;

2) хромопротеид;

3) гликопротеид;

4) фосфопротеид.

4. ЧЕРЕЗ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ ДЕЙСТВУЮТ:

1) йодтиронины;

2) стероидные гормоны;

3) катехоламины;

4) инсулин.

5. ВЫБЕРИТЕ ОДИН ПРАВИЛЬНЫЙ ОТВЕТ.

ВСЕ ГОРМОНЫ:

1) проявляют свои эффекты через взаимодействие с рецепторами;

2) образуются в передней доле гипофиза;

3) изменяют активность ферментов в клетках мишенях;

4) индуцируют синтез ферментов в клетках мишенях.

6. ВЫБЕРИТЕ ОДИН НЕПРАВИЛЬНЫЙ ОТВЕТ.

ТИРЕОИДНЫЕ ГОРМОНЫ:

1) образуются из тирозина;

2) синтезируются в составе белка;

3) угнетают катаболические процессы при гипертиреозе;

4) могут взаимодействовать с ядерными рецепторами.

7. ПРИ ГИПОТИРЕОЗЕ НАБЛЮДАЕТСЯ:

1) увеличение скорости синтеза белков;

2) снижение основного обмена;

3) похудение;

4) мышечная слабость.

8. ДЕПОНИРОВАНИЕ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ПОСЛЕ ПРИЕМА УГЛЕВОДНОЙ ПИЩИ СТИМУЛИРУЕТ:

1) глюкагон;

2) альдостерол;

3) инсулин;

4) адреналин.

9. В МЫШЦАХ ПРИ ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКЕ:

1) адреналин связывается с рецептором;

2) гликоген расщепляется до глюкозо-1-фосфата;

3) гликоген расщепляется до глюкозы;

4) активируется глюкозо-6-фосфотаза.

10. ИСТИННЫМИ ГОРМОНАМИ ЯВЛЯЮТСЯ:

1) инсулин;

2) норадреналин;

3) ацетилхолин;

4) адреналин.

5.2. Основные понятия и положения темы
Йодтиронины (трийодтиронин и тетрайодтиронин)

      
Вырабатываются в фолликулах щитовидной железы. Для синтеза йодтиронинов (ЙТ) необходимы: тирозин, йод и тиреоидпероксидаза. Йод нужен для йодирования остатков тирозина, входящего в состав специфического белка – тиреоглобулина. В начале,  в остатки тирозина  включается по одному атому йода, при этом образуется монойодтирозин. Затем включается второй атом йода с образованием дийодтирозина. Взаимодействие йодированного тирозина приводит к образованию трийодтиронина (Т3) или тетрайодтиронина (тироксина, Т4 ). Образовавшиеся молекулы ЙТ освобождаются из тиреоглобулина путем ограниченного протеолиза и поступают в кровь. В крови  ЙТ связываются со специальным глобулином или альбуминами и в таком виде транспортируются.

     
Когда  концентрация ЙТ в крови снижается, тогда из гипоталамуса в кровь выделяется тиреолиберин, который действует на гипофиз и приводит к секреции тиреотропина, который стимулирует освобождение ЙТ. Когда содержание ЙТ повышается,  прекращается освобождение тиреолиберина, соответственно тиреотропина и ЙТ. Йодтиронины действуют на функции клеток через внутриклеточные рецепторы, а так же через цАМФ. 

Эффекты йодтиронинов

1. Увеличивают потребление кислорода организмом:

а) в малых дозах повышают синтез АТФ;

б) в больших дозах  стимулируют процессы, потребляющие АТФ, что приводит  повышению теплообразования.

2. Активируют синтез хондроитинсульфата.

3. Снижают  синтез гиалуроновой кислоты.

4. Тормозят синтез холестерина.

5. Стимулируют липолиз.

6. Изменяют синтез белка (в малых дозах усиливают, в больших – тормозят, но усиливают распад).

7. Влияют на рост клеток и  их дифференцировку.

8. Обладают сенсибилизирующим действием к катехоламинам, то есть  увеличивают реакцию тканей на них.

9. Обладают гипергликемическим действием.

Изменение функции щитовидной железы приводит к патологиям.

1. При гипосекреции ЙТ в детском возрасте возникает кретинизм. Признаки кретинизма: карликовый рост, деформация скелета, задержка умственного развития, пониженный основной обмен.

2. При гипосекреции ЙТ у взрослых возникает микседема. Признаки микседемы: пониженный основной обмен, пассивность, отеки, ожирение, гиперхолестеринемия.

3. При гиперсекреции ЙТ возникает гипертиреоз (базедова болезнь). Признаки: Повышенный основной обмен, потеря веса, пучеглазие, высокая подвижность.

Катехоламины

     
Образуются  из тирозина в клетках хромаффинной ткани. Для синтеза требуются: тирозин,  S-аденозилметионин  (активный метионин), витамины РР, С и В6. К катехоламинам относятся: ДОФамин (диоксифенилаланин), норадреналин и адреналин. 

     
В центральном отделе симпато-адреналовой системы (головной мозг) образуются  дофамин (ДА) и норадреналин (НА).

     
В медиаторном отделе (окончания симпатических нервов) образуется  норадреналин.

     
В гормональном отделе симпато-адреналовой системы (мозговое вещество надпочечников) образуется адреналин (А).

Дофамин выполняет следующие функции:

1. Является тормозным модулятором головного мозга. Тормозит эффекты ацетилхолина. При недостатке дофамина  возникает паркинсонизм. Симптомы паркинсонизма: скованная походка, маскообразное лицо, дрожание конечностей;

2. При избытке дофамина возникают некоторые формы шизофрении.;

3. Дофамин тормозит выделение гормонов аденогипофиза.

 Функции норадреналина:

1. тормозной модулятор;

2. участвует в центральной регуляции кровяного давления и дыхания;

3. тормозит мозговое вещество надпочечников и изменяет деятельность коры надпочечников, регулирует эндокринные железы;

4. стимулирует умственную работоспособность и запоминание;

5. стимулирует высшие чувства: эмоции, поведение, мышление.

На периферии катехоламины выполняют:

1. адаптационно-трофическую функцию, то есть способствуют приспособлению организма к наиболее продуктивной работе;

2. гомеостатическую3

3.  (восстанавливают нарушенный гомеостаз);

4. аварийную функцию, которая включается при тяжелых стрессах и жизненно опасных ситуациях.

Депонирование катехоламинов, то есть сбережение в неизменном, но неактивном виде, происходит в специальных гранулах.  Хромаффинные гранулы – это высокоспециализированные, сложно устроенные органеллы. Их содержимое окружено мембраной, которая содержит разнообразные белки, включая Н+-АТФазу, белки -переносчики    катехоламинов, актин, дофамин-гидроксилазу и другие. Транспорт катехоламинов в гранулы требует АТФ. АТФ связывается с катехоламинами и, возможно, белками гранул. Это препятствует выходу запасенных гормонов.

    
Мобилизация (освобождение) катехоламинов происходит под влиянием нервного импульса.

    
Метаболизм (инактивация) катехоламинов происходит двумя путями:

1. Путем метилирования  катехол-о-метилтрансферазой (КОМТ) за счет метильной группы S-аденозилметионина.

2. Путем окислительного дезаминирования моноаминоксидазой.

Влияние катехоламинов на обмен веществ

1. Увеличивают потребление кислорода (калоригенный эффект).

2. Повышают концентрацию глюкозы в крови за счет усиления распада гликогена в печени и глюконеогенеза.

3. Адреналин усиливает гликогенолиз в мышцах, что приводит к гиперлактатемии.

4. Усиливают липолиз, окисление жирных кислот, синтез кетоновых тел и холестерина.

5. Способствуют распаду белка, усиливают дезаминирование аминокислот, синтез мочевины, повышают остаточный азот.

Механизм действия катехоламинов
Эффекты катехоламинов реализуются через адренорецепторы плазматических мембран. При связывании катехоламины с α1-адренорецепторами  в клетке повышается содержание Са2+ и инозитол –3-фосфата, при связывании с  α2- рецепторами – снижается содержание цАМФ, при связывании катехоламинов с β-рецепторами повышается содержание цАМФ.

    
Через α1-адренорецепторы катехоламины вызывают сокращение мышц, в том числе сердца, сосудов, матки, ЖКТ,  расширение зрачка, повышают артериальное давление

     
Через α2- рецепторы катехоламины повышают агрегацию тромбоцитов, снижают освобождение норадреналина и ацетилхолина.

     
Через β1-рецепторы катехоламины стимулируют липолиз, окислительно-восстановительные процессы, работу сердца, расслабляют гладкие мышцы ЖКТ.

    
Через β2-рецепторы катехоламины расслабляют гладкие мышцы сосудов, бронхов, матки, усиливают распад гликогена в мышцах.

Стероидные гормоны

    
Являются производными холестерина. Различают половые стероидные гормоны и гормоны коры надпочечников.

    
Синтез стероидных гормонов происходит путем укорочения боковой цепи холестерина и окисления кольца под действием гидроксилаз с использованием кислорода, витаминов РР и С.

   
В клубочковой зоне коры надпочечников синтезируется  альдостерон, который усиливает реабсорбцию натрия, хлора и воды. Освобождение альдостерона происходит под влиянием ангиотензина-II, который образуется из белка крови ангиотензиногена под влиянием ренина юкстагломерулярных клеток почек.

   
В  пучковой зоне коры надпочечников образуются глюкокортикостероиды (ГКС).

   
В сетчатой зоне коры образуются слабые андрогены и некоторые эстрогены.

    
Когда концентрация ГКС снижается, из гипоталамуса освобождаются кортиколиберины, которые приводят к освобождению из гипофиза кортикотропина (АКТГ). АКТГ действует на пучковую и сетчатую зоны коры надпочечников, в результате  освобождаются ГКС.  Концентрация последних в крови повышается, что  прекращает  выход кортиколиберинов. В случае, когда гипоталамус не реагирует на высокий уровень ГКС, то есть продолжает выброс кортиколиберинов, возникает болезнь Иценко-Кушинга. В этом случае вся система гипоталамус-гипофиз-кора надпочечников работает чрезмерно. Концентрация ГКС увеличивается. Болезнь Иценко-Кушинга возникает так же при опухоли аденогипофиза. АКТГ на клубочковую зону коры влияет мало.

  
Транспорт ГКС в крови осуществляет  белок плазмы транскортин. 

   
Инактивация ГКС происходит в печени путем связывания с глюкуроновой кислотой, а также путем восстановление в  неактивные тетрагидропроизводные.

Эффекты ГКС

1. Индуцируют ферменты глюконеогенеза и репрессируют гексокиназу, что приводит к гипергликемии.

2. Усиливают распад белков в мышечной и лимфоидной тканях, тормозят в них синтез.

3. Индуцируют синтез ферментов обмена аминокислот.

4. Усиливают синтез мочевины.

5. Усиливают липолиз, окисление жирных кислот, синтез кетоновых тел и холестерина.

6. Увеличивают прочность сосудов, снижают их проницаемость (снижают активность гиалуронидазы).

7. Увеличивают работоспособность мышц.

8. Усиливают секрецию пищеварительных соков (особенно желудка), но снижают выработку слизи.

9. ГКС необходимы для проявления эффектов катехоламинов.

10. Обладают противоаллергическим действием.

11. Обладают противовоспалительным действием.

  
Осложнения при стероидной терапии: сахарный диабет,   атеросклероз, язвенная болезнь желудка, гипотрофия надпочечников.

Гормоны - производные полиненасыщенных жирных кислот

 
Являются производными арахидоновой кислоты.  Под действием фосфолипазы происходит расщепление фосфолипидов и освобождение арахидоновой кислоты. Фосфолипазу ингибируют ГКС.  

        Под действием  липооксигеназы в лейкоцитах из арахидоновой кислоты образуются лейкотриены. Это  нециклические, окисленные производные арахидоновой кислоты. Лейкотриены действуют через цАМФ. 

Эффекты лейкотриенов:

1. Провоспалительное действие.

2. Развитие медленных анафилактических реакций.

3. Освобождение ферментов лизосом.

4. Хемотаксис лейкоцитов.

5. Сокращение гладких мышц.

 
Под действием циклооксигеназы из арахидоновой кислоты образуются промежуточные биологически активные эндоперикиси  ПГG2  и ПГН2. В большинстве тканей из них образуются простагландины Е и F (ПГЕ и ПГF). В стенке сосудов из ПГG2 образуется простациклин (ПЦ), в тромбоцитах – тромбоксаны (ТХ). ПГЕ, ПГF, ПЦ и ТХ являются циклическими, окисленными производными  арахидоновой кислоты.

Эффекты ПГЕ и простациклинов:

1. Расслабление гладких мышц.

2. Освобождение гормонов (стероидных, катехоламинов, йодтиронинов, инсулина).

3. Способствуют воспалению (провоспалительное действие).

4. Вызывают дезагрегацию тромбоцитов.

5. Вызывают расширение сосудов.

Эффекты ПГF и тромбоксанов:

1. Сокращение гладких мышц.

2. Освобождение гормонов (стероидных, катехоламинов, йодтиронинов, инсулина).

3. Способствуют воспалению (провоспалительное действие).

4. Рассасывание желтого тела.

5. Агрегация тромбоцитов.

6. Сужение сосудов.
5.3. Самостоятельная работа по теме:
5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:


- Катехоламины: синтез, механизм действия, мобилизация и метаболизм, влияние на обмен веществ, патология.

 - Йодтиронины: синтез, механизм действия, регуляция выработки, влияние на обмен веществ, патология.

- Стероидные гормоны: классификация, синтез.

- Гормоны коры надпочечников: регуляция выработки, механизм действия, эффекты глюкокортикостероидов, патология. Осложнения при стероидной терапии.

- Гормоны, производные ненасыщенных жирных кислот. Синтез. Механизм действия. Эффекты. - Катехоламины: синтез, механизм действия, мобилизация и метаболизм, влияние на обмен веществ, патология.

 - Йодтиронины: синтез, механизм действия, регуляция выработки, влияние на обмен веществ, патология.

- Стероидные гормоны: классификация, синтез.

- Гормоны коры надпочечников: регуляция выработки, механизм действия, эффекты глюкокортикостероидов, патология. Использование в качестве лекарственных средств.

Осложнения при стероидной терапии.

- Гормоны, производные ненасыщенных жирных кислот. Синтез. Механизм действия. Эффекты. Использование в качестве лекарственных средств.

5.3.2. Лабораторная работа
               Количественное определение адреналина  в моче

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на  1 мл и 2 мл.

	
	3.
	Мерная пробирка на 10 мл.

	
	4. 
	КФК. 

	
	5.
	 Кюветы на 1 см.


	Реактивы: 
	1.
	 Стандартный раствор адреналина (0,004 мкг/мл).

	
	2.
	 10% раствор карбоната натрия.

	
	3.
	  Реактив Фолина.

	
	4.
	 Дистиллированная вода.

	
	5.
	 Моча.


Принцип метода. Метод основан на колориметрическом измерении окраски, образующейся в результате реакции адреналина с фосфорновольфрамовым реактивом (реактив Фолина).

Ход работы. В две пробирки с меткой на 5 мл наливают: в одну - 0,5 мл стандартного раствора адреналина (концентрации – 0, 004 мкг/мл), в другую – 0,5 мл мочи. Затем в обе пробирки добавляют по 2 мл 10% свежеприготовленного раствора карбоната натрия и по 0,25 мл реактива Фолина. Встряхивают и оставляют на 10 мин. Потом объем в пробирках доводят до 5 мл раствором карбоната натрия и колориметрируют обе пробы при красном светофильтре в кювете толщиной 1 см против воды.

Расчет количества адреналина, выделяемого с мочой за сутки, проводят по формуле:           (ЕОП/ЕСТ)(ССТ (2(1000 = мкг/сутки, где

ЕОП – оптическая плотность опытной пробы, 

ЕСТ   – стандартной пробы, 

ССТ – концентрация стандарта,

 2 – коэффициент пересчета на 1 мл, 

1000 – суточный диурез в мл. 

За сутки у здоровых людей с мочой выделяется в среднем до 15 мкг адреналина.

Диагностическое значение определения адреналина в моче

Экскреция адреналина с мочой увеличивается при феохромацитоме (гормонально активная опухоль мозгового вещества надпочечников), при маниакально-депрессивном психозе в депрессивной фазе. Курение, физическая нагрузка, эмоциональный стресс вызывают повышение экскреции катехоламинов с мочой. Высокая экскреция катехоламинов наблюдается также при гепатитах и циррозе печени.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. Принцип метода определения адреналина в моче. 

2. Диагностическое значение определения адреналина в моче.


3. Почему адреналин не используют для лечения гипертонии?

4. При каких патологиях необходимо определять содержание катехоламинов в моче?

5. Почему кортизол является лучшим противовоспалительным средством по сравнению с  вольтареном (нестероидное противовоспалительное средство).

6. Какие осложнения возникают при длительной стероидной терапии?

7. Почему влияние катехоламинов на обмен веществ реализуется быстро, а глюкокортикостероидов медленно?

8. Какие вещества необходимо определить в моче, чтобы узнать интенсивность работы коры надпочечников?

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. Почему гипертиреоз, как правило, не сопровождается такими заболеваниями  как атеросклероз и гипертония?

2. Исходя из знаний гормональной регуляции тонуса гладких мышц сосудов      

перечислите вещества-регуляторы или их синтетические аналоги, которые можно использовать: а) для лечения гипертонической болезни; б) при шоковых состояниях.

3. Почему при приступах бронхиальной астмы нельзя часто использовать  препараты, стимулирующие β-адренорецепторы? Что необходимо назначить, если прием этих средств не предупреждает развития астматического статуса? 

4. Одним из перспективных путей разработки лекарственных препаратов для лечения атеросклероза признается синтез аналогов тиреоидных гормонов. Почему? Что мешает использовать для этих целей тироксин или трийодтиронин?


5. При обследовании ребенка 5 лет отмечено значительное отставание умственного развития и роста. Ребенок мало активен. В крови повышено содержание холестерина. Основной обмен снижен. С нарушением каких гормонов можно связать выше названные изменения?

5.4.3. Тесты 
1.  КАТЕХОЛАМИНЫ АКТИВИРУЮТ:

     1) синтез гликогена;

     2) распад гликогена;

     3) глюконеогенез;

     4) пентозофосфатный путь;

     5) гликолиз;

     6) гликогенолиз.

2. КАТЕХОЛАМИНЫ  АКТИВИРУЮТ:

     1) липолиз;

     2) липогенез;

     3) (-окисление жирных кислот;

     4) синтез жирных кислот;

     5) кетогенез.

3. КАТЕХОЛАМИНЫ АКТИВИРУЮТ:

     1) синтез белка;

     2) распад белка;

     3) синтез мочевины;

     4) дезаминирование аминокислот.

4. ГЛЮКОКОРТИКОСТЕРОИДЫ АКТИВИРУЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ПРОЦЕССЫ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА:

       1) липолиз;

       2) липогенез;

       3) (-окисление жирных кислот;

       4) синтез жирных кислот;

       5) синтез кетоновых тел;

       6) синтез холестерина.

5. ГЛЮКОКОРТИКОСТЕРОИДЫ АКТИВИРУЮТ СЛЕДУЮЩИЕ ПРОЦЕССЫ БЕЛКОВОГО ОБМЕНА:

       1) синтез белков;

       2) распад белков;

       3) синтез мочевины;

       4) дезаминирование аминокислот.

6. ПОД ДЕЙСТВИЕМ ГЛЮКОКОРТИКОСТЕРОИДОВ ПРОИСХОДЯТ СЛЕДУЮЩИЕ ИЗМЕНЕНИЯ:

       1) активация гликолиза;

       2) активация синтеза гликогена;

       3) активация распада гликогена;

       4) активация глюконеогенеза;

       5) активация пентозо-фосфатного пути.

7. ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ ГЛЮКОКОРТИКОСТЕРОИДОВ ЯВЛЯЕТСЯ ФАКТОРОМ РИСКА РАЗВИТИЯ АТЕРОСКЛЕРОЗА,  ПОТОМУ ЧТО:

      1) активируется липолиз;

     2) активируется кетогенез;

     3) активируется синтез холестерина;

     4) повышается уровень ЛПВП;

     5) повышается уровень ЛПНП.

8.  К ГОРМОНАМ СТРЕССА ОТНОСЯТСЯ:

     1) йодтиронины;

     2) глюкокортикостероиды;

     3) инсулин;

     4) катехоламины;

     5) глюкагон.

9. СРЕДИ ПЕРЕЧИСЛЕННЫХ ГОРМОНОВ, ПРОИЗВОДНЫХ АРАХИДОНОВОЙ КИСЛОТЫ, ВЫБЕРИТЕ РАБОТАЮЩИЕ ЧЕРЕЗ  ЦАМФ:

     1) ПГЕ;

     2) ПГF;

     3) простациклины;

     4) тромбоксаны;

     5) лейкотриены.

10. РАЗВИТИЮ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ СЕРДЦА СПОСОБСТВУЮТ:

     1) ПГЕ;

     2) ПГF;

     3) тромбоксаны;

     4) простациклины;

     5) лейкотриены.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №32)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии

7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить рефераты

Темы рефератов:
- Патобиохимия йодтиронинов.

- Патобиохимия катехоламинов.

- Патобиохимия эйкозаноидов.

- Патобиохимия стероидных гормонов (половых и гормонов коры надпочечников)

Занятие № 32      
1. Тема «Гормоны. Контроль по теме  «Витамины и гормоны»»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы:  Провести контроль и коррекцию знаний по витаминам и гормонам
4. Цели обучения:
          - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
        - учебная:
     знать: витамины и гормоны;
     уметь: отвечать на вопросы по данной теме, решать ситуационные задачи;
     владеть:  методами диагностики нарушений обмена витаминов и гормонов.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль знаний

     Контрольные вопросы 
1. Интеграция и координация. Обратные связи и их значении в регуляции.

2. Механизмы клеточной ауторегуляции.

3. Классификация межклеточных регуляторов.

4. Что такое гормональный рецептор?

5. Механизм действия гомонов через внутриклеточные рецепторы.

6. Механизм действия гормонов через рецепторы плазматических мембран.

7. Эффекты цАМФ.

8. Са2+ как внутриклеточный регулятор. Эффекты Са2+.

9. Регулируляция выработки и освобождения периферических гормонов через гипоталамус- гипофиз.

10.  Белково-пептидные гормоны.

11. СТГ, строение, регуляция секреции, механизм действия, эффекты, патология.

12. Глюкагон: образование активной формы, мишени, механизм действия, эффекты.

17. Инсулин: образование активной формы, мишени, влияние на обмен веществ.
13. Сахарный диабет: причины, нарушение обмена веществ, осложнения,  диагностика.

14. Катехоламины: синтез, депонирование и мобилизация, механизм действия.

15. Отделы симпато-адреналовой системы. Какие катехоламины в них образуются?

16. Эффекты дофамина.

17. Эффекты норадреналина.

18. Влияние катехоламинов на обмен веществ.

19. Йодтиронины: синтез, регуляция секреции, механизм действия, влияние на обмен веществ, патология? 

20. Стероидные гормоны: синтез, регуляция секреции гормонов коры надпочечников, механизм действия, влияние на обмен веществ, патология. Осложнения при стероидной терапии. 

21. Гормоны, производные арахидоновой  кислоты. Механизм действия. Эффекты.

22. Витамины: определение, классификация, болезни витаминной недостаточности.

23. Водорастворимые витамины, химическая природа, источники, участие в обмене веществ, признаки недостаточности.

24. Жирорастворимые витамины, химическая природа, источники, участие в обмене веществ, признаки недостаточности.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №33)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии

7.1. Подготовить рефераты:


- патобиохимия акромегалии;


- патобиохимия нарушений выработки гормонов щитовидной железы;


- болезнь Иценко-Кушинга;


- бронзовая болезнь. 
Занятие № 33       
1. Тема «Водно-минеральный обмен. Определение кальция, фосфора и щелочной фосфатазы в сыворотке крови»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3. Значение темы: Вода  в организме  имеет большое значение. Длительное отсутствие поступления воды в организм вызывает смерть. Тоже можно сказать и о минеральных веществах. Вода и минеральные вещества являются обязательными компонентами лекарств. Поэтому знания о роли воды и минеральных веществ являются  обязательными в плане подготовки врача и провизора.

4. Цели обучения:

          - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-49.
        - учебная:
     знать: вода: функции, водный баланс, регуляция воды антидиуретическим гормоном. Минеральные вещества, функции, регуляция минерального обмена гормонами.
    уметь: применять полученные знания по данной теме в решении задач;
          владеть: методами определения содержания кальция, фосфора и щелочной фосфатазы в сыворотке крови. 

5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

5.1.1. Тесты:

1. ЗА СУТКИ С МОЧОЙ ВЫДЕЛЯЕТСЯ:
1) 0,5 – 1,0 л воды;

2) 6,0 – 8,0 л;

3) 1,5 – 3,0 л;

4)  10 – 12 л.

2. ВЫРАБОТКУ АНТИДИУРЕТИЧЕСКОГО ГОРМОНА СТИМУЛИРУЕТ:
1) повышение осмотического давления крови;

2) снижение осмотического давления крови;

3) употребление большого количества питьевой воды;

4) употребление жирной пищи.

3. ВЫБЕРИТЕ ФУНКЦИЮ, НЕ ХАРАКТЕРНУЮ ДЛЯ ИОНОВ КАЛИЯ:
1) являются основными внутриклеточными катионами;

2) являются основными внеклеточными катионами;

3) участвуют в процессах возбуждения;

4) необходимы для усвоения глюкозы.   

4. ВЫБЕРИТЕ ФУНКЦИЮ, НЕ ХАРАКТЕРНУЮ ДЛЯ ИОНОВ КАЛИЯ:
1) являются основными внутриклеточными катионами;

2) являются основными внеклеточными катионами;

3) участвуют в процессах возбуждения;

4) необходимы для усвоения глюкозы.   

5. ПРИ НЕКОТОРЫХ ИНФЕКЦИЯХ У ДЕТЕЙ ПРОИСХОДИТ РЕЗКОЕ ПОРАЖЕНИЕ КЛУБОЧКОВОЙ ЗОНЫ КОРЫ НАДПОЧЕЧНИКОВ, СЛЕДСТВИЕМ КОТОРОГО ЯВЛЯЕТСЯ:
1) снижение уровня альдостерона;

2) повышение концентрации Na+ и Cl-  в крови;

3) снижение диуреза;

4) повышение кровяного давления.   

6. ГИПЕРПАРАТИРЕОЗ СОПРОВОЖДАЕТСЯ:
1) повышением уровня Са2+ в крови;

2) снижением уровня Са2+ в крови;

3) минерализацией костей;

4) гиперфосфатемией.

7.  ПРИЧИНА ГИПЕРФОСФАТЕМИИ:
 
1) гиперпаратиреоз;


2) минерализация костей;


3) рахит;


4) гипопаратиреоз.   

8. ВЫБЕРИТЕ ЭЛЕМЕНТ, НЕ ОТНОСЯЩИЙСЯ К МАКРОЭЛЕМЕНТАМ:
1) кальций;

2) натрий;

3) магний;

4) хлор.
  

9. ДЛЯ НОРМАЛЬНОГО ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ НЕРВНОЙ ТКАНИ ОСОБЕННО НЕОБХОДИМЫ:
1) ионы магния;

2) ионы натрия;

3) ионы хлора;

4) ионы марганца.
  

10. ДЛЯ РЕГУЛЯЦИИ КАЛЬЦИЯ И ФОСФОРА В КРОВИ ОСОБЕННО ВАЖНЫ ВИТАМИНЫ:
1) Д;

2) К;

3) В12;

4) С.
  

5.2 Основные понятия и положения темы
        Вода играет важную роль  не только как  обязательная составная часть всех клеток, но и как среда для протекания химических реакций. Масса воды убывает  в зависимости от возраста. У трех месячного эмбриона  содержание воды составляет 96%, к моменту рождения – 76%, у взрослых мужчин воды 60%, у женщин – 50%. Больше всего воды в плазме крови, спинномозговой жидкости, моче, поте и составляет 90%. В сердце, мышцах, легких  воды  80%, в костях – 25%, в эмали зуба – 2%.

Функции воды

1. Участие в образовании    внутриклеточных структур:


а) гидратная оболочка ионов;


б) гидратная оболочка вокруг белков;


в) вода внутри третичной структуры белков.

2. Участие в транспорте различных веществ. Реализации этой функции способствуют :


а) низкая вязкость;


б) высокая подвижность;


в) высокая растворяющая способность воды.

3. Среда для химических реакций.

4. Вода является участницей  химических реакций:


а) гидролиз веществ;


б) реакция гидратации.

5. Вода необходима для выведения продуктов обмена веществ.

6. Участие в теплорегуляции.

7. Входит в состав смазки, то есть облегчает скольжение трущихся поверхностей.

Водный баланс

 
Водный баланс – это соотношение между водой поступившей и выведенной из организма. Суточная потребность взрослого человека в воде 40 г/кг веса. У грудных детей потребность в воде в 3-4 раза выше.


В организм человека вода поступает:

1. С питьем (0,5-1,7 л).

2. С пищей (0,8 - !,0 л);

3. Эндогенная вода (это вода, образующаяся в организме в результате окисления веществ, она составляет 0,2 – 0,3 л).

 
Таким образом,  всего в организм поступает 1,5-3,0 л воды. Это количество воды должно полностью компенсировать постоянные потери воды.

      Организм теряет воду:

1. С мочей (0,6-1,6 л).

2. С поверхности кожи, с потом (0,5-0,9 л).

3. При дыхании с поверхности легких (0,3-0,5 л).

4. С калом (0,1-0,2 л).

 
Всего выводится из организма 1,5-3,0 л воды. Если воды поступает больше, чем выводится,  говорят о положительном водном балансе. Если выводится больше воды, чем поступает, то говорят об отрицательном водном балансе.

Регуляция воды антидиуретическим гормоном (АДГ)

 
АДГ (вазопрессин)– это олигопептид (9 аминокислот) с молекулярной массой 1000. Вырабатывается в гипоталамусе, хранится в задней доле гипофиза. Когда осмотическое давление крови увеличивается (например,  при обезвоживании или повышенном поступлении соли), выделяется АДГ, который действует на дистальные каналцы и собирательные трубочки почек. Этот эффект АДГ реализуется через цАМФ, который активирует протеинкиназу. Последняя, за счет фосфата АТФ,  фосфорилирует белки мембран. В результате проницаемость для воды и ионов калия увеличивается, они возвращаются в кровоток. Диурез уменьшается, что приводит к уменьшению осмотичекого давления, поступление АДГ  в кровь прекращается. Если выработка АДГ нарушается, воды из организма выделяется много. Возникает несахарный диабет, который характеризуется полиурией до 4-10 л в сутки. Для лечения используют препараты, изготовленные из высушенного гипофиза (адиурекрин, адиеретин-сд).

Функции минеральных веществ

1. Обеспечивают осмотическое давление.

2. Поддерживают кислотно-основное равновесие.

3. Регулируют активность ферментов:

а) Mg2+ и  Mn2+ необходимы для работы дегидрогеназ (ИЦДГ, ПДГ, и др.);

           б)  К+, Na+ повышают активность  АТФ-азы;


в)  Fe3+ необходимо для работы цитохромов дыхательной цепи;


г) Cu+ играет важную роль в процессах тканевого дыхания.

4. Участвуют в процессах возбуждения и генерации биотоков.

5. Являются составной частью биологически важных веществ:

а) I2  входит в состав йодтиронинов;

б) Zn  входит в состав инсулина;

в) Co входит в состав витамина В12;

г)  Fe2+ входит в состав гема.

6. Опорная функция (характерна в основном для кальция, фосфора; придает костям прочность)

Регуляция  минерального обмена альдостероном

  
На границе между корковым и мозговым слоем почки находятся юкстагломерулярные клетки, которые вырабатывают фермент  - ренин. Ренин поступает в кровь и действует на белок крови – ангиотензиноген, отщепляя от него ангиотензин-I (содержит 10 аминокислот). Ангиотензин-I под действием конвертирующего фермента крови превращается в ангиотензин-II (содержит 8 аминокислот), который действует на клубочковую зону коры надпочечников и стимулирует выработку и освобождение альдостерона. Альдостерон действует на дистальные канальцы почек, увеличивает реабсорбцию натрия и снижает реабсорбцию калия. В результате в крови повышается концентрация натрия и снижается концентрация калия. Это первичное действие альдостерона. По электростатическим законам за натрием реабсорбируется хлор, а по осмотическим законам – вода. Все это приводит к увеличению объема плазмы, в результате повышается почечный кровоток. Юкстагломерулярные клетки сдавливаются и прекращается освобождение ренина. Таким образом, освобождение ренина начинается тогда, когда снижается осмотическое давление крови, прекращается, когда давление повышается.

Регуляция минерального обмена гормонами предсердий

      
В предсердиях вырабатываются гормоны, названные предсердным натрийуретическим фактором (ПНФ).  Это группа белково-пептидных гормонов, которая образуется из одного белкового предшественника путем ограниченного протеолиза. Секрецию ПНФ усиливают ацетилхолин (через М-рецепторы), адреналин (через α1-адренорецепторы), вазопрессин (через V-рецепторы).  Посредником в действии ПНФ является цГМФ. 

         Предсердный натрийуретический фактор: 

         а) увеличивает экскрецию и снижает реабсорбцию натрия и хлора, мало влияет на транспорт калия; 

         б) тормозит выработку альдостерона и кортикостерона, снижает чувствительность клубочковой зоны коры надпочечников к ангиотензину-II и АКТГ;

         в) расслабляет гладкую мускулатуру, расширяет сосуды. Обладает гипотензивным действием.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

5.3.1. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

- Содержание воды в организме человека в зависимости от возраста.

- Функции воды в организме.

- Водный баланс.

- Регуляция воды антидиуретическим гормоном.

- Функции минеральных веществ в организме.

- Функции натрия в организме. Причины гипо- и гипернатриемии. Следствия этих состояний.

- Функции калия в организме. 

- Функции хлора в организме.

- Регуляция минерального обмена альдостероном.

- Регуляция минерального обмена гормонами предсердий.

- Функции кальция в организме.

- Регуляция  обмена кальция паратгормоном, витамином Д и тиреокальцитонином.

- Роль фосфора, магния, марганца, железа, селена и меди в организме.


5.3.2. Лабораторная работа


Определение кальция в сыворотке крови

Принцип метода. Кальций образует с мурексидом в щелочной среде окрашенный комплекс, концентрацию которого определяют колориметрически.

Ход работы. В пробирку вносят 0,3 мл воды, 0,1 мл сывороткии 3 мл мурексидглицеринового реактива. Через 5 мин пробу колориметрируют в кювете толщиной 0,5 см при синем светофильтре (490 нм) против контроля, который готовят так же, как опытную пробу, внося в него вместо сыворотки 0,1 мл воды. Расчет содержания кальция проводят по калибровочному графику.

Нормальное содержания кальция в сыворотке крови у детей – 2,74-3,24 ммоль/л, у взрослых – 2,24–2,64 ммоль/л

Определения неорганического фосфора в сыворотке крови

Принцип метода. При взаимодействии неорганических фосфатов с молибдатом аммония образуется фосфомолибдат аммония, который восстанавливается аскорбиновой кислотой в окислы синего цвета.

Ход работы. Для осаждения белков в пробирку наливают 0,5 мл сыворотки, 2 мл дист. воды и 2,5 мл 10% ТХУ. Через 5 мин смесь центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин. К 3 мл центрифугата добавляют 0,5 мл 5% р-ра молибдата аммония и 0,5 мл 1% р-ра аскорбиновой кислоты. Пробу оставляют на 20 мин при комнатной температуре, затем колориметрируют

при красном светофильтре в кювете толщиной 1 см против воды. Концентрацию фосфора определяют по калибровочному графику.

Норма содержания фосфора в сыворотке крови у детей – 1,29-2,26 ммоль/л, у взрослых – 0,64-1,29 ммоль/л.

Диагностическое значение определения кальция

 и неорганического фосфора в сыворотке крови.

Гипокальциемия может быть при некоторых заболеваниях почек, особенно хронических; при гипофункции паращитовидной железы; у детей чаще всего встречается при рахите. 

Гиперкальциемия бывает физиологическая и патологическая. Физиологическая может быть у новорожденных после четвертого дня жизни, у недоношенных детей, при избытке поступления кальция с пищей (алиментарная). Патологическая гиперкальциемия наблюдается при гиперфункции паращитовидной железы, гипервитаминозе Д, акромегалии, лейкозах, перитонитах, желтухе, аддисоновой болезни и гангрене.

Гипофосфатемия наблюдается при гиперпаратиреозе, гиперинсулинизме, остеомаляции, Д-авитаминозном рахите, гипосфатаземии.

 Гиперфосфатемия наблюдается при гипопаратиреозе, акромегалии, гипервитаминозе Д, костных заболеваниях, заболеваниях почек, желтой атрофии печени, а также в периоды роста и при молочной диете.

Обмен кальция тесно связан с обменом фосфора. Изучение фосфорно-кальциевого обмена особенно важно у детей для своевременного выявления рахита и других нарушений формирования скелета. Гипокальциемия, вызванная недостаточностью витамина Д, сопровождается еще более выраженным снижением концентрации фосфора и повышением активности щелочной фосфатазы сыворотки.

Определение активности щелочной фосфатазы

 в сыворотке крови по гидролизу 4-нитрофенилфосфата

Принцип метода. Щелочная фосфатаза в буферном растворе расщепляет 4-нитрофенилфосфат на 4-нитрофенол и ортофосфат. Мерой активности фермента является количество освобожденного 4-нитрофенола, которое определяется колориметрически в щелочной среде.

Ход работы. В 2 пробирки наливают реактивы по схеме (см. таблицу). После добавления раствора ингибитора измеряют оптическую плотность опытной пробы (Е1) против контроля при фиолетовом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см. Затем в обе кюветы добавляют по 1 капле 20% р-ра HCl и снова измеряют оптическую плотность (Е2) пробы против контроля.

	

Реактивы (мл)
	Опытная проба
	Контроль

	Раствор буфера рН 10,5
	0,2
	0,2

	Сыворотка
	0,02
	-

	Дист. вода
	-
	0,02

	Обе пробирки прогревают 3 мин при 30ОС

	Раствор субстрата 
(4-нитрофенилфосфата)
	0,05
	0,05

	Обе пробирки инкубируют 15 мин при 30ОС

	Раствор ингибитора
	2,0
	2,0


Для расчета активности щелочной фосфатазы определяют разность оптических плотностей (Е1 - Е2) и с помощью калибровочного графика определяют соответствующую этой разности активность фермента. Активность выражают в международных единицах (Е/л), которые означают количество микромолей 4-нитрофенола, освобожденных 1 л сыворотки за 1 мин. 

Норма активности щелочной фосфатазы у новорожденных – 50-110 Е/л, у детей до 15 лет–89-180 Е/л, у взрослых – 38-85 Е/л.

 Определение активности щелочной фосфатазы по фосфору.

Принцип метода. Фосфатаза крови расщепляет (-глицерофосфат натрия с освобождением неорганического фосфора. Мерой активности фермента служит количество освободившегося фосфора.

Ход работы. В пробирку с 2,5 мл глицерофосфатного буфера рН 8,6 добавляют 0,5 мл сыворотки и помещают ее в термостат при 370С на 30 мин (опытная проба). В конце инкубации готовят контрольную пробу, в которой смешивают 2,5 мл буфера и 0,5 мл сыворотки. Затем в обе пробирки добавляют по три мл 10% р-ра ТХУ и центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. Центрифугат осторожно сливают в чистые пробирки и добавляют к нему по 1 мл 5% р-ра молибдата аммония и 1мл 1% р-ра аскорбиновой кислоты. Через 15 мин колориметрируют опытную пробу против контроля при красном светофильтре в кювете толщиной 1 см. Количество неорганического фосфора определяют по калибровочному графику. Активность фосфатазы выражают в мг неорганического фосфора, образующегося под действием фермента в 100 мл сыворотки (единицы Боданского). Для этого используют формулу: А=С(200, где А – активность фосфатазы в единицах Боданского, С – концентрация фосфора, определенная по графику, 200 – коэффициент пересчета на 100 мл сыворотки.

Норма активности щелочной фосфатазы у детей – 5-15 единиц, у взрослых – 2-5 единиц.

Диагностическое значение определения активности

 щелочной фосфатазы в сыворотке крови.

Увеличение активности щелочной фосфатазы является одним из признаков рахита, причем степень гиперфосфатаземии зависит от тяжести заболевания. Значительное увеличение активности щелочной фосфатазы наблюдается при остеомаляции, при деформирующей остеодистрофии и при первичном гиперпаратиреоидизме. При механических желтухах активность фермента превышает нормальное значение в 5-10 раз; умеренная гиперфосфатаземия является одним из ранних признаков метастазов злокачественных новообразований. Резкая гиперфосфатаземия наблюдается при злокачественных костных новообразованиях остеобластического типа, но отсутствует при доброкачественных опухолях и новообразованиях остеолитического типа.

5.4. Итоговый контроль знаний:

5.4.1. Вопросы для защиты лабораторной работы
1. На чем основано определение содержания кальция в сыворотке крови?

2. Зачем нужно определять содержание кальция в крови?

3. Почему диапазон колебаний концентрации кальция в крови очень мал?

4. Каково содержание кальция в крови при рахите?

5. Как изменится содержание кальция в крови при снижении  секреции паратгормона?

6. Какие функции в организме выполняет фосфор?

7. Принцип метода определения концентрации фосфора в сыворотке крови.

8. Как регулируется содержание фосфора в организме?

9. Что такое щелочная фосфатаза?

10. Принцип метода определения щелочной фосфатазы.

11. Каково диагностическое значение определения щелочной фосфатазы? 

5.4.2. Ситуационные задачи 
1. У ребенка, недавно оперированного по поводу зоба, уровень Са2+ в крови – 1,25 ммоль/л, судороги. В чем вероятная причина снижения уровня Са2+ в крови и появления судорог?

2. В клинику поступил ребенок с гипертонией и отеками. Содержание Na+ в крови – 170 ммоль/л, К+ - 2 ммоль/л. За сутки выделяется натрия 0,5 г, калия – 4 г.  Назовите причины данных симптомов и вероятные методы лечения.

3. О недостаточности каких гормонов может свидетельствовать обнаружение у больного устойчивого повышения экскреции ионов натрия и хлора?

4. Суточный объем мочи 4,5 л, относительная плотность 1004 (норма 1020). Глюкоза в моче не обнаружена, кетоновые тела отсутствуют. Какому заболеванию могут соответствовать результаты анализов? Обоснуйте ответ, для этого:

а) назовите гормон, синтез и секреция которого нарушены в этом случае;

б) опишите механизмы действия этого гормона на клетки-мишени.

5. У больного при обследовании обнаружены гипертензия, пониженная концентрация калия в крови. Активность ренина снижена, уровень альдостерона в плазме крови выше нормы. При компьютерной томографии обнаружили опухоль левого надпочечника. Можно ли больному рекомендовать для лечения гипертонии препараты – ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента (АПФ)?

6. У двух больных суточный диурез увеличен до 1—15 л. В чем вероятная причина такого увеличения диуреза? С помощью каких анализов можно различить этих больных, если увеличение диуреза является следствием разных причин?
5.4.3. Тесты 

1. ВЫБЕРИТЕ ФУНКЦИЮ, КОТОРАЯ НЕ ПОДХОДИТ ДЛЯ ВОДЫ В ЖИВОМ ОРГАНИЗМЕ:

1) участвует в формировании внутриклеточных структур;

2) является средой для большинства реакций;

3) выполняет энергетическую функцию;

4) является непосредственным участником некоторых реакций.      

2. ПОД МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ ВОДОЙ ВОДНОГО БАЛАНСА ПОНИМАЮТ:

1) воду, поступающую с пищей;

2) воду, образующуюся при работе дыхательной цепи;

3) воду, поступающую с пищей;

4) воду, внеклеточных жидкостей.

3. ЗА СУТКИ С МОЧОЙ ВЫДЕЛЯЕТСЯ:

1) 0,5 – 1,0 л воды;

2) 6,0 – 8,0 л;

3) 1,5 – 3,0 л;

4)  10 – 12 л.

4. ВЫРАБОТКУ АНТИДИУРЕТИЧЕСКОГО ГОРМОНА СТИМУЛИРУЕТ:

1) повышение осмотического давления крови;

2) снижение осмотического давления крови;

3) употребление большого количества питьевой воды;

4) употребление жирной пищи.

5. СРЕДИ ПЕРЕЧИСЛЕННЫХ НАЙДИТЕ ФУНКЦИЮ, КОТОРАЯ НЕ ПОДХОДИТ ДЛЯ НАТРИЯ:

1) регуляция осмотического давления;

2) участие в процессах возбуждения;

3) участие в поддержании кислотно-основного равновесия;

4) являются основными внутриклеточными катионами. 

6. ВЫБЕРИТЕ ФУНКЦИЮ, НЕ ХАРАКТЕРНУЮ ДЛЯ ИОНОВ КАЛИЯ:

1) являются основными внутриклеточными катионами;

2) являются основными внеклеточными катионами;

3) участвуют в процессах возбуждения;

4) необходимы для усвоения глюкозы.   

7. НАЙДИТЕ УТВЕРЖДЕНИЕ, НЕ ПОДХОДЯЩЕЕ ДЛЯ ИОНОВ ХЛОРА:


1) участвуют в регуляции осмотического давления;


2) активируют некоторые ферменты;


3) являются основными внеклеточными анионами;


4) являются основными внутриклеточными анионами.

8. ВЫРАБОТКУ АЛЬДОСТЕРОНА СТИМУЛИРУЕТ:


1) повышение концентрации кальция в крови;


2) снижение концентрации Na+  в крови;


3) повышение осмотического давления;


4) снижение концентрации ангиотензина.

9. ПРИ НЕКОТОРЫХ ИНФЕКЦИЯХ У ДЕТЕЙ ПРОИСХОДИТ РЕЗКОЕ ПОРАЖЕНИЕ КЛУБОЧКОВОЙ ЗОНЫ КОРЫ НАДПОЧЕЧНИКОВ, СЛЕДСТВИЕМ КОТОРОГО ЯВЛЯЕТСЯ:

1) снижение уровня альдостерона;

2) повышение концентрации Na+ и Cl-  в крови;

3) снижение диуреза;

4) повышение кровяного давления.   

10. СРЕДИ ПЕРЕЧИСЛЕННЫХ НАЙДИТЕ ФУНКЦИЮ, КОТОРАЯ НЕ ПОДХОДИТ ДЛЯ СА2+:

1) участвуют в свертывании крови;

2) участвуют в минерализации костей;

3) участвуют в мышечном сокращении;

4) участвуют в расслаблении гладкой мускулатуры. 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №34)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой
7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить рефераты:


- патобиохимия йода;


- патобиохимия селена;


- патобиохимия цинка;


- патобиохимия кремния.
Занятие № 34      
1. Тема «Биохимия печени. Биохимическая диагностика патологий печени. Тимоловая проба»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.

3. Значение изучаемой темы: Печень занимает центральное место в обмене веществ организма. Особенности ферментного аппарата печени и анатомических связей с другими органами дает ей возможность участвовать в регуляции практически всех видов обмена веществ и обеспечивать постоянство содержания многих жизненно важных компонентов крови в организме. С одной стороны, печень производит различные вещества для других органов, а с другой – обеспечивает защиту этих органов от образующихся в них токсических веществ или от поступающих в организм чужеродных соединений, в том числе и лекарств. Поэтому студентам необходимо хорошо изучить данную тему, так как знание этого материала потребуется в будущей профессиональной деятельности и при обучении на клинических кафедрах.
4. Цели обучения:

          - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-49.
        - учебная:
   знать: роль печени в обмене веществ, витаминов и гормонов. Значение печени в биотрансформации лекарственных веществ. Патологии печени;

         уметь: анализировать данные литературы, готовить доклады, применять полученные знания по данной теме в решении задач;
        владеть: методом выполнения тимоловой пробы. 

5. План изучения темы:
5.1. Преподаватель накануне предупреждает студентов о том, что данное занятие будет проведено в форме конференции (не назначая докладчиков, оппонентов и референтов). 

На занятии:

Преподаватель делит группу на несколько подгрупп. В каждой подгруппе он назначает докладчика, референта и оппонентов. 

Докладчики готовят доклады по заданной теме. Доклад не должен быть полным пересказом лекции, это скорее должен быть результат сравнительного анализа. 

Остальные студенты подгрупп готовят вопросы и повторяют материал. 

Докладчики делают доклады, оппоненты задают вопросы (5-12 вопросов или задач).

Референты оценивают качество докладов и работу оппонентов. 

Преподаватель оценивает работу всех студентов, обращает внимание на допущенные ошибки и на важные вопросы, которые не были освещены в докладах и обсуждениях. 

5.2. Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию:

 - Структура и химический состав печени.

 - Роль печени в обмене веществ.

      - Роль печени в обмене витаминов и регуляторов.

      - Обезвреживающая функция печени. Биотрансформация лекарственных веществ.

      - Биохимическая диагностика основных патологий печени.

5.3. Итоговый контроль знаний:

5.3.1. Тесты

1. ВЫБЕРИТЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ.


В ПЕЧЕНИ ПРОИСХОДИТ ОБЕЗВРЕЖИВАНИЕ:


1) билирубина;


2) аммиака;


3) крезола ;


4) ксенобиотиков;

  5) индола.

2. ВЫБЕРИТЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ.

В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ МИКРОСОМАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ ОКИСЛЕНИЯ ПРИНИМАЮТ УЧАСТИЕ:


1) цитохром Р450-редуктаза;


2) О2;


3) цитохром Р450;


4) НАДФН;


5) СО2.
3. УСТАНОВИТЕ СООТВЕТСТВИЕ.

1. Имеет центр связывания с О2;                                          А. Цитохром Р450;

2. ФАД или ФМН-зависимый фермент;                              Б. Цитохром Р450-редуктаза;

3. Фермент монооксигеназной системы;                             В. Оба;

4. Участвует в обезвреживании нитратов.                          Г. Ни один .

4. УСТАНОВИТЕ СООТВЕТСТВИЕ.

1. Окисляется цитохром b5-редуктазой;                              А. Цитохром Р450; 

2. Восстанавливает железо цитохрома  b5;                          Б. Цитохром Р450-редуктаза;

3. Гидроксилирует липофильное вещество.                        В. Цитохрома  b5;

                                                                                                  Г. НАДН;

                                                        Д. Цитохром         b5-редуктаза.

5. ВЫБЕРИТЕ ОДИН НАИБОЛЕЕ ПОЛНЫЙ ОТВЕТ.

 В ПЕЧЕНИ ПРОИСХОДЯТ РЕАКЦИИ:

           1) конъюгации с участием УДФ-глюкуроната;

           2) гидроксилирования ксенобиотиков;

           3) конъюгации с 3-фософаденозин-5-фосфосульфат (РАРS);

           4) обезвреживания токсических веществ;

            5) образования билирубинглюкуронида.

 

6. ВЫБЕРИТЕ ОДИН НАИБОЛЕЕ ПОЛНЫЙ ОТВЕТ.

ВО II ФАЗЕ ОБЕЗВРЕЖИВАНИЯ КСЕНОБИОТИКОВ:


1) образуется билирубинглюкуронид;


2) участвуют сульфотрансферазы;


3) образуются растворимые конъюгаты;


4) участвуют ацетилтрансферазы;


5) образуется фенилсульфат.

7. ВЫБЕРИТЕ ОДИН НАИБОЛЕЕ ПОЛНЫЙ ОТВЕТ.

ОБЕЗВРЕЖИВАНИЮ В ПЕЧЕНИ ПОДВЕРГАЮТСЯ:


1)  продукты гниения аминокислот, образующихся в кишечнике;


2) лекарственные вещества;


3) продукты катаболизма гемма;


4) эндогенные метаболиты и экзогенные токсические вещества;


5) аммиак.

8. ВЫБЕРИТЕ ОДИН ПРАВИЛЬНЫЙ ОТВЕТ.

РЕАКЦИИ КОНЪЮГАЦИИ КАТАЛИЗИРУЮТ ФЕРМЕНТЫ КЛАССА:


1) оксидоредуктаз;


2) гидролаз;


3) гигаз;


4) трансфераз;


5) лиаз.

9. ВЫБЕРИТЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ.

СУБСТРАТАМИ ЦИТОХРОМА Р450 МОГУТ БЫТЬ:


1) эндогенные гидрофильные вещества;


2) гидрофобные ксенобиотики;


3) экзогенные гидрофобные вещества;


4) лекарства;


5) эндогенные гидрофобные вещества.

10. ВЫБЕРИТЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ.

ИЗОФОРМЫ Р450 РАЗЛИЧАЮТСЯ ПО:


1) первичной структуре;


2) субстратной специфичности;


3) локализации;


4) строению небелковой части;


5) строению активного центра.

5.3.2. Ситуационные задачи

1. У людей, длительно употребляющих алкоголь, снижается эффективность некоторых лекарств, а также наркотических средств при хирургическом вмешательстве. Почему изменяется скорость биотрансформации лекарственных веществ у этих людей? Для ответа:

а) напишите реакции катаболизма этанола;

б) объясните, как влияет этанол на активность микросомального окисления в печени.


2. В загрязненном воздухе городов,  каменноугольной смоле и табачном дыме содержатся полициклические углеводороды, которые могут  вызывать раковые заболевания. Какой конечный метаболит образуется в организме из полициклических углеводородов при участии микросомальной системы окисления? Для ответа на вопрос: 



а) напишите схему катаболизма полициклических углеводородов;



б) объясните, почему конечный метаболит может вызывать раковые заболевания.

3. Царь Митридат (Крымское царство) систематически принимал небольшие дозы растительных ядов, чтобы не пострадать при остром отравлении. На чем основан «эффект Митридата»? Для ответа: 



а) напишите схему обезвреживания токсических веществ, укажите ферменты и коферменты;



б) объясните, почему систематический прием небольших доз растительных ядов позволил царю избежать острого отравления. 

4. Водно-нитратная метгемоглобинемия развивается при употреблении воды с большим количеством нитратов. У грудных детей возможен летальный исход при выраженных явлениях тканевой гипоксии (синюшность губ, кожных покровов, одышка). Нарушение каких биохимических процессов лежит в основе развития метгемоглобинемии? Для ответа на вопрос: 



а) напишите схему катаболизма нитратов в организме человека;



б) укажите на структуру каких соединений в организме ребенка влияют продукты катаболизма нитратов;



в) объясните, почему у детей наблюдается гипоксия. 

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

 (смотрите методические указания к занятию №35)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии

7.1. Проделать лабораторную работу и сделать выводы.
7.2. Подготовить доклады и презентацию на тему занятия


  - Структура и химический состав печени.

  - Роль печени в обмене углеводов, липидов и белков.

       - Роль печени в обмене витаминов и регуляторов.

       - Обезвреживающая функция печени. Биотрансформация лекарственных веществ.

      - Биохимическая диагностика основных патологий печени.

Занятие № 35       
1. Тема «Биохимия мышечной ткани. Конкурс рефератов»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.

3. Значение изучаемой темы:   Подвижность является характерным свойством всех форм жизни. Однако только небольшое число специальных химических механизмов участвует в осуществлении разнообразных функций. Сократительный аппарат скелетных мышц позвоночных является наиболее изученной системой; это обусловлено, с одной стороны, его исключительной важностью, а с другой – доступностью для экспериментальных исследований. На занятии студенты показывают на примере данной темы умение работать с литературой, самостоятельно готовить рефераты, представлять материал в виде мультимедийной презентации, а также умение отвечать на вопросы.
4. Цели обучения:

         - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
       - учебная:
     знать: мышечная ткань, строение, химический состав. Механизм мышечного сокращения. Биохимические изменения в мышцах при патологии;
         уметь: работать с литературой, анализировать учебный материал, составлять рефераты, готовить презентации;

         владеть: навыками работы с мультимедийной установкой.

5. План изучения темы:
5.1. Преподаватель накануне предупреждает студентов о том, что данное занятие будет проведено в форме конференции (не назначая докладчиков, оппонентов и референтов). 

На занятии:

Преподаватель делит группу на несколько подгрупп. В каждой подгруппе он назначает докладчика, референта и оппонентов. 

Докладчики готовят доклады по заданной теме. Доклад не должен быть полным пересказом лекции, это скорее должен быть результат сравнительного анализа. 

Остальные студенты подгрупп готовят вопросы и повторяют материал. 

Докладчики делают доклады, оппоненты задают вопросы (5-12 вопросов или задач).

Референты оценивают качество докладов и работу оппонентов. 

Преподаватель оценивает работу всех студентов, обращает внимание на допущенные ошибки и на важные вопросы, которые не были освещены в докладах и обсуждениях. 

5.2. Доклады на тему:
- Типы мышечной ткани. Строение мышечной ткани.

- Химический состав мышечной ткани.

- Особенности химического состава сердечной мышцы и гладкой мускулатуры.

- Источники энергии мышечной деятельности.

- Механизм мышечного сокращения.

- Биохимические изменения в мышцах при патологии.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

    (смотрите методические указания к занятию №36)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии
    (доклады по теме реферата)
Занятие № 36     
1. Тема «Биохимия и фармация»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3.  Значение темы:  фармацевтическая биохимия является самостоятельным направлением биохимии, которое изучает применение биохимических закономерностей и методов исследования применительно к запросам практической фармации. 
4. Цели обучения:
         - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1, ОК-5 и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
       - учебная:

знать: биохимические методы стандартизации контроля качества лекарств. Применение ферментов в медицине и фармацевтической промышленности. Механизмы доставки и биотрансформации лекарств;
     уметь: работать с литературой, анализировать учебный материал, составлять рефераты, готовить презентации;
     владеть: навыками работы с мультимедийной установкой.
5. План изучения темы:
5.1. Преподаватель накануне предупреждает студентов о том, что данное занятие будет проведено в форме конференции (не назначая докладчиков, оппонентов и референтов). 

На занятии:

Преподаватель делит группу на несколько подгрупп. В каждой подгруппе он назначает докладчика, референта и оппонентов. 

Докладчики готовят доклады по заданной теме. Доклад не должен быть полным пересказом лекции, это скорее должен быть результат сравнительного анализа. 

Остальные студенты подгрупп готовят вопросы и повторяют материал. 

Докладчики делают доклады, оппоненты задают вопросы (5-12 вопросов или задач).

Референты оценивают качество докладов и работу оппонентов. 

Преподаватель оценивает работу всех студентов, обращает внимание на допущенные ошибки и на важные вопросы, которые не были освещены в докладах и обсуждениях. 

5.2. Рефераты на тему:

- биохимические методы стандартизации контроля качества лекарств;


- применение ферментов в медицине и фармацевтической промышленности;


- биохимические основы генно-инженерной технологии в изготовлении лекарств;


- липосомы как носители лекарств;

5.3. Итоговый контроль знаний:

5.3.1. Тесты

1. ДЛЯ СТАНДАРТИЗАЦИИ ПРЕПАРАТОВ ПРИРОДНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ, ОТНОСЯЩИХСЯ К ГРУППЕ БИОРЕГУЛЯТОРОВ, ИСПОЛЬЗУЮТСЯ


а) биохимические методы;


б) химические методы;


в) физико-химические методы;


г) иммунохимические методы.

Выберите правильную комбинацию ответов 

1) а, в, г 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г  

5) а, г, б 

2.  ИММОБИЛИЗОВАННЫМИ НАЗЫВАЮТСЯ 

1) ферменты, имеющие аллостерический центр;

2) ферменты, молекулы которых ковалентно связаны с полимерным носителем;

           3) ферменты, состоящие только из аминокислот;

 4) ферменты, в состав которых входят металлы.      

3. ПОЛИМЕРНЫЙ НОСИТЕЛЬ В ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ФЕРМЕНТАХ

1) повышает устойчивость к денатурирующим воздействиям;

2) изменяет оптимум рН;

3) является ингибитором фермента;

4) является транспортным средством;

5) приводит к диссоциации субъединиц.

4. ИММОБИЛИЗОВАННЫЕ ФЕРМЕНТЫ ИСПОЛЬЗУЮТСЯ

а) для количественного определения глюкозы, мочевины, лактата, пирувата и других веществ;

б) для непрерывного контроля загрязненности окружающей среды токсическими препаратами;

в) в иммуноферментном анализе;

г) в химико-фармацевтической промышленности для синтеза лекарственных средств;

д) для лечения наследственных болезней.

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, в, г, д 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г, д 

5) а, г, б .

5. ЛИПОСОМЫ – ЭТО

1) микроскопические пузырьки, стенка которых представляет собой двухслойную липидную мембрану;

            2) микроскопические пузырьки, стенка которых представляет собой двухслойную белковую мембрану;

3) микроскопические пузырьки, стенка которых представляет собой двухслойную гликопротеиновую мембрану;

4) микроскопические пузырьки, стенка которых представляет собой двухслойную углеводную мембрану.

6. ЛИПОСОМЫ ИСПОЛЬЗУЮТСЯ КАК СРЕДСТВА ДЛЯ ТРАНСПОРТА В КЛЕТКИ

а) ферментов;

б) гормонов;

в) антибиотиков;

г) цитостатиков;

д) металлов.

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, в, г, д 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г, д 

5) а, г, б 

7. ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ ИЗБИРАТЕЛЬНОСТИ ДЕЙСТВИЯ ПРЕПАРАТОВ, ЗАКЛЮЧЕННЫХ В ЛИПОСОМЫ, В ЛИПИДНУЮ ОБОЛОЧКУ ЛИПОСОМ ВСТРАИВАЮТ МОЛЕКУЛЫ

1) активаторов этих препаратов;      

2) молекулы, являющиеся антителами к антигенам определенных органов;

3) полисахаридов, повышающих устойчивость липосом;

4) полиаминов.
 5.3.2. Ситуационные задачи (не предусмотрены)
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

    (смотрите методические указания к занятию №37)

7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой 
     Подготовка докладов по теме рефератов и презентации к ним.
Занятие № 37     
1. Тема «Биотрансформация лекарственных средств. Механизмы биотрансформации лекарственных средств в организме»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3.  Значение темы:  II этап экзамена по биохимии
4. Цели обучения:
          - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1,   и профессиональными компетенциями ПК-1, ПК-48.
        - учебная:
знать: принципы биохимической трансформации лекарственных средств;
     уметь: применять полученные знания в решении задач;
     владеть: принипами химических превращений органических веществ по функциональным группам.

5. План изучения темы:
5.1.  Преподаватель накануне предупреждает студентов о том, что данное занятие будет проведено в форме конференции (не назначая докладчиков, оппонентов и референтов). 

На занятии:

Преподаватель делит группу на несколько подгрупп. В каждой подгруппе он назначает докладчика, референта и оппонентов. 

Докладчики готовят доклады по заданной теме. Доклад не должен быть полным пересказом лекции, это скорее должен быть результат сравнительного анализа. 

Остальные студенты подгрупп готовят вопросы и повторяют материал. 

Докладчики делают доклады, оппоненты задают вопросы (5-12 вопросов или задач).

Референты оценивают качество докладов и работу оппонентов. 

Преподаватель оценивает работу всех студентов, обращает внимание на допущенные ошибки и на важные вопросы, которые не были освещены в докладах и обсуждениях. 

5.2. Темы докладов:

- Способы выведения лекарственных веществ из организма;


- биотрансформация ксенобиотиков, несинтетический механизм;


- биотрансформация ксенобиотиков, синтетический механизм;


- факторы, влияющие на биотрансформацию;


- механизмы удаления продуктов биотрансформации лекарственных веществ. 
5.3. Итоговый контроль знаний:

5.3.1. Тесты

1. В ХОДЕ ФАЗЫ МОДИФИКАЦИИ

а) в ксенобиотике происходит разрыв связей;

б) в ксенобиотике освобождаются функциональные группы;

в) повышается растворимость ксенобиотика;

г) в ксенобиотик вводятся дополнительные функциональные группы;

д) снижается растворимость ксенобиотика.

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, в, г, д 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г, д 

5) а, г, б 

2. ВВЕДЕННЫЕ В КСЕНОБИОТИК В ХОДЕ ФАЗЫ МОДИФИКАЦИИ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ГРУППЫ НЕОБХОДИМЫ ДЛЯ ТОГО, ЧТОБЫ

1) он вступил в фазу конъюгации;      

2) он подвергся гидролизу;

3) он вступил в реакцию полимеризации;

4) он окислился.

3. ПРИ КОНЪЮГАЦИИ  СИНТЕЗИРУЕТСЯ НОВОЕ ВЕЩЕСТВО, ОДНОЙ ЧАСТЬЮ КОТОРОГО ЯВЛЯЕТСЯ КСЕНОБИОТИК, ВТОРОЙ – КОНЪЮГИРУЮЩЕЕ ВЕЩЕСТВО, КОТОРОЕ МОЖЕТ БЫТЬ ПРЕДСТАВЛЕНО

а) глюкуроновой кислотой;

б) серной кислотой;

в) уксусной кислотой;

г) метильной группой;

д) глицином;

е) глюкозой. 

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, в, г, д 

2) б, в, г, е 

3) а, б, в, г, д

4) а, г, д, е 

5) а, г, б, е 

4. ДЛЯ ГЛЮКУРОНИДНОЙ КОНЪЮГАЦИИ ТРЕБУЮТСЯ

а) глюкуроновая кислота;

б) УТФ;

в) глюкуронилтрансфераза;

г) АТФ;

д) глюкоза.

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, б, в 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г, д 

5) а, г, б 

5. АЦЕТИЛИРОВАНИЮ ПОДВЕРГАЮТСЯ

а) ксенобиотики, имеющие свободную NH2-группу;

б) биогенные амины (серотонин, гистамин и др.);

в) гистоны и негистоновые белки хроматина;

г) галактоза;

д) глюкоза.

Выберите правильную комбинацию ответов:

1) а, б, в 

2) б, в, г 

3) а, б, в, г

4) а, г, д 

5) а, г, б 
6. ВЫБЕРИТЕ ФУНКЦИЮ, НЕ ХАРАКТЕРНУЮ ДЛЯ ИОНОВ КАЛИЯ

 1) являются основными внутриклеточными катионами;

 2) являются основными внеклеточными катионами;

 3) участвуют в процессах возбуждения;

 4) необходимы для усвоения глюкозы.   

 7. НАЙДИТЕ УТВЕРЖДЕНИЕ, НЕ ПОДХОДЯЩЕЕ ДЛЯ ИОНОВ ХЛОРА

 
1) участвуют в регуляции осмотического давления;

 
2) активируют некоторые ферменты;

 
3) являются основными внеклеточными анионами;

 
4) являются основными внутриклеточными анионами.

 8. ВЫРАБОТКУ АЛЬДОСТЕРОНА СТИМУЛИРУЕТ

 
  1) повышение концентрации кальция в крови;

 
  2) снижение концентрации Na+  в крови;

 
  3) повышение осмотического давления;

 
  4) снижение концентрации ангиотензина.

 9. ПРИ НЕКОТОРЫХ ИНФЕКЦИЯХ У ДЕТЕЙ ПРОИСХОДИТ РЕЗКОЕ ПОРАЖЕНИЕ КЛУБОЧКОВОЙ ЗОНЫ КОРЫ НАДПОЧЕЧНИКОВ, СЛЕДСТВИЕМ КОТОРОГО ЯВЛЯЕТСЯ

             1) снижение уровня альдостерона;

 2) повышение концентрации Na+ и Cl-  в крови;

 3) снижение диуреза;

 4) повышение кровяного давления.   

 10. СРЕДИ ПЕРЕЧИСЛЕННЫХ НАЙДИТЕ ФУНКЦИЮ, КОТОРАЯ НЕ ПОДХОДИТ ДЛЯ СА2+
 1) участвуют в свертывании крови;

 2) участвуют в минерализации костей;

 3) участвуют в мышечном сокращении;

 4) участвуют в расслаблении гладкой мускулатуры. 

5.3.2. Ситуационные задачи по теме


1. У людей, длительно употребляющих алкоголь, снижается эффективность некоторых лекарств, а также наркотических средств при хирургическом вмешательстве. Почему изменяется скорость биотрансформации лекарственных веществ у этих людей? Для ответа:

а) напишите реакции катаболизма этанола;


б) объясните, как влияет этанол на активность микросомального окисления в печени.

Ответ. а) С2Н5ОН + НАД+ →   СН3СНО + НАДН + Н+
(катализируется алкогольдегидрогеназой  – АЛДГ)

 
б) С2Н5ОН + НАДФН + Н+ + О2 →   СН3СНО + НАДФ+ +2Н2О (катализируется цитохрох Р450 –зависимой микросомальной этанолокисляющей системой – МЭОС). МЭОС индуцируется под влиянием этанола. Она также участвует в детоксикации ксенобиотиков и лекарств. При острой интоксикации этанолом тормозится биотрансформация лекарств, т.к. последние конкурируют за МЭОС и АЛДГ. 


2. Дозы некоторых лекарств при систематическом приеме необходимо увеличивать, так как их действие на организм ослабляется. Объясните, почему это происходит?

Ответ. Действие на организм некоторых лекарств при систематическом приеме ослабляется, так как они индуцируют синтез ферментов монооксигеназной системы и реакций конъюгации, в ходе которых лекарства подвергаются биотрансформации. Результатом биотрансформации являются: а) снижение их фармакологической активности; б) повышение активности лекарственных веществ; в) появление метаболитов, оказывающих токсическое действие на организм.

 
3. Действие на организм большинства лекарств прекращается через определенное время после их приема. Прекращение действия может происходить потому, что лекарство выводится из организма в неизменном виде или в виде продуктов его химической модификации. Какими свойствами должны обладать лекарственные средства, чтобы они в неизменном виде выводились из организма? 

Ответ. Лекарственные средства будут выводится из организма в неизменном виде, если они обладают гидрофильными свойствами.

 
4. В загрязненном воздухе городов, каменноугольной смоле и табачном дыме содержатся полициклические углеводороды, которые могут  вызывать раковые заболевания. Какой конечный метаболит образуется в организме из полициклических углеводородов при участии микросомальной системы окисления? Для ответа на вопрос: 



а) напишите схему катаболизма полициклических углеводородов;



б) объясните, почему конечный метаболит может вызывать раковые заболевания.

Ответ. Полициклические углеводороды, содержащиеся в загрязненном воздухе городов, каменноугольной смоле и табачном дыме, не являются канцерогенами, но превращаются в них, подвергаясь в печени «обезвреживанию» ферментами монооксигеназной системы (МОС). Схему превращения смотрите в учебнике.

 
5. Царь Митридат (Крымское царство) систематически принимал небольшие дозы растительных ядов, чтобы не пострадать при остром отравлении. На чем основан «эффект Митридата»? Для ответа: 



а) напишите схему обезвреживания токсических веществ, укажите ферменты и коферменты;



б) объясните, почему систематический прием небольших доз растительных ядов позволил царю избежать острого отравления. 

Ответ. Систематический прием небольших доз растительных ядов позволил царю избежать острого отравления потому, что небольшие дозы ядов стимулировали синтез ферментов системы микросомального окисления. 

         6. Пролекарства – предшественники лекарств - неактивные соединения, из которых вследствие метаболизма в организме образуются фармакологически активные соединения. Идеальным было бы создание такого пролекарства, которое освобождало бы активное вещество только у органа-мишени. Примером такого пролекарства является ацикловир. Ацикловир (зовиракс) – противовирусное средство – превращается в активное вещество в инфицированных вирусом клетках. Каким образом достигается специфичность действия?

Ответ. Ацикловир, попавший в вирусные клетки, подвергается фосфорилированию, при этом образуется истинное лекарственное средство. Трифосфат ацикловира взаимодействует с вирусной ДНК-полимеразой и встраивается в ДНК. Образуется «дефектная» вирусная ДНК, что приводит к подавлению репликации новых поколений вирусов.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия

    (смотрите методические указания к занятию №38)

7. Рекомендации по выполнению НИРС на занятии
    (не предусмотрена)
Занятие  № 38     
1.     Тема «Значение биохимического анализа в диагностике болезней. Принцип биохимических методов и диагностическое значение»
2. Форма организации учебного процесса: лабораторное занятие.
3.  Значение темы:  Знание биохимической диагностики различных патологий будет использоваться в курсе патологии 
4. Цели обучения:

 - общая: обучающийся должен обладать общекультурными компетенциями ОК-1 и профессиональными компетенциями ПК-1.
       - учебная:
     знать: принцип биохимических методов, их значение в диагностике;

     уметь: применять биохимические знания в решении задач;
     владеть: методами биохимической диагностики. 
5. План изучения темы:
5.1. 
В течение 90 минут студенты решают ситуационные задачи по испольбзованию биохимических методов в диагностике заболеваний.
5.2. Принцип метода и диагностическое значение.

1. Определение активности амилазы в сыворотке крови и моче.

2. Определение содержания глюкозы в сыворотке крови и моче.

3. Определение серогликоидов в сыворотке крови.

4. Определение общего холестерина и холестерина липопротеинов в сыворотке крови. Расчет коэффициента атерогенности.

5. Определение белка в крови и моче.

6. Определение активности аминотрансфераз в сыворотке крови.

7. Определение мочевины в сыворотке крови.

8. Определение креатинина в сыворотке крови и моче. Клиренс.

9. Определение билирубина в сыворотке крови.

10. Определение щелочной фосфатазы в сыворотке крови.

5.3. Ситуационные задачи
1. Для чего больному атеросклерозом при выписке из больницы рекомендуют диету, стимулирующую отток желчи и усиление перистальтики кишечника? 
Ответ. Для того, чтобы снизить содержание холестерина в крови. В желчи содержатся желчные кислоты, на образование которых используется холестерин. Усиление перистальтики кишечника повышает потери желчных кислот, а следовательно, повысит использование холестерина на их синтез.
2. Оцените биохимический анализ. Какое патологическое состояние можно предположить? Анализ: глюкоза натощак – 9,0 ммоль/л, через 30 минут после сахарной нагрузки – 15 ммоль/л, через 2 часа – 14 ммоль/л  

Ответ. Можно предположить сахарный диабет
3. При  обследовании работников объединения «Химчистка» у одной из работниц было обнаружено увеличение активности АлАТ  в 5,7 раза, а  АсАТ – в 1,5 раза. Врач-практикант А предположил, что это следствие увеличенного потребления мясных продуктов накануне и причин для беспокойства нет. Врач-практикант Б предложил госпитализировать эту работницу, предполагая у нее поражение печени органическими растворителями. Кто из них прав и почему?

Ответ. Прав врач-практикант Б

4. Вероятность образования холестериновых камней при желчнокаменной болезни выражается коэффициентом литогенности, который показывает, во сколько раз содержание холестерина в желчи выше его насыщающей концентрации. У здоровых людей он меньше 1. При величине индекса больше 1 холестерин выпадает в осадок и кристаллизуется. Почему у здоровых людей не происходит кристаллизации холестерина в желчи? 

Ответ. Выделение холестерина в желчь должно сопровождаться пропорциональным выделением желчных кислот и фосфолипидов, удерживающих гидрофобные молекулы холестерина в желчи в мицеллярном состоянии. Если синтез холестерина увеличен, а синтез желчных кислот из него замедлен, образуются холестериновые камни.   

5. Какое патологическое состояние можно предположить, если глюкоза в крови натощак составляет 5,7 ммоль/л, через 30 минут после сахарной нагрузки  -  12 ммоль/л, а через 3 часа -  7 ммоль/л?

Ответ. Можно предположить латентный сахарный диабет
6. У пациента обнаружена гипергликемия, глюкозурия, полиурия. Кетонемии и кетонурии нет. В моче повышено содержание мочевины. Больному длительное время с лечебной целью вводят кортизон. Можно ли у него предположить сахарный диабет?

Ответ. Можно предположить сахарный диабет, вызванный истощением запасов инсулина в ответ на гипергликемию, вызванную стероидной терапией.

7. Оцените биохимический анализ. Какое патологическое состояние можно предположить? Анализ: общий белок – 65 г/л, АлАТ – 0,1 мкмоль/л в час, АсАт – 0,2 мкмоль/л в час; общий холестерин – 9,2 ммоль/л; холестерин ЛПВП – 1,2 ммоль/л.

Ответ. Можно предположить атеросклероз, так как коэффициент атерогенности 6,7 (норма не выше 3).
8. У ребенка рахит. Как изменятся показатели фосфорно-кальциевого обмена и почему? 

Ответ. Будут иметь место гипокальциемия, гипофосфатемия и повышенная активность щелочной фосфатазы.

9. Мальчик 9 лет. В течение 1,5 лет у ребенка повторные приступы болей в околопупочной области и левом подреберье, иррадиирущие иногда в спину или имеющие опоясывающий характер. Последний приступ был в течение 2 дней перед госпитализацией.  Биохимический анализ: общий белок - 78 г/л, амилаза - 30 г/л в час, диастаза (амилаза в моче) -320 г/л в час, общий билирубин - 16 мкмоль/л, связанный билирубин - 3 мкмоль/л,  С-реактивный белок  - (+). Какое патологическое состояние можно предположить?

Ответ. Можно предположить панкреатит.

10. У больного ишемическая болезнь сердца и частые приступы острых болей. Какие биохимические анализы нужно ему назначить, чтобы исключить диагноз инфаркта миокарда? 

Ответ. Определить активность сердечного изофермента креатинкиназы, ЛДГ1 и ЛДГ2, аспартатаминотрансферазы.

11. Мальчик 11 лет, болен 1-е сутки. Накануне появились резкие, схваткообразные боли в животе, иррадиирущие в спину, ночью многократная рвота, тошнота. Диагноз острого живота был снят хирургами. Мальчик переведен в гастроэнтерологическое отделение. Оцените биохимический анализ. Какое патологическое состояние можно предположить? Анализ: общий белок -75 г/л, АлАТ – 0,3 мкмоль/л в час, АсАТ – 0,2 мкмоль/л в час, амилаза – 60 г/л в час, диастаза (амилаза мочи) – 640 г/л в час, билирубин 14 мкмоль/л, связанный билирубин – 2 мкмоль/л, С-реактивный белок – (+).

Ответ. Можно предположить острый панкреатит.

12. У больного заболевание почек, связанное с нарушением фильтрации в почечных канальцах. Скажется ли это на содержании креатинина в сыворотке крови? Каким будет клиренс по креатинину? Как его определить? 

Ответ. Содержание креатинина в сыворотке крови будет повышено В данном случае клиренс будет повышен. Клиренс по креатинину рассчитывается по формуле (креатинин мочи/креатинин крови) х 1,07. В норме клиренс равен 80-120 мл/мин. 

13. У ребёнка, недавно оперированного по поводу зоба, уровень Са2+ в крови – 1,25 ммоль/л (норма 2,74 – 3,24 ммоль/л), судороги. В чем вероятная причина снижения уровня Са2+ и появления судорог?

Ответ. Можно предположить, что во время операции случайно удалена паращитовидная железа.

14. У больного заболевание почек, связанное с нарушением реабсорбции в почечных канальцах. Скажется ли это на уровне глюкозы в крови? Ответ обоснуйте.

Ответ. При нарушении реабсорбции глюкозы в крови её концентрация снизится.

15.  В приёмный покой кардиологического центра поступил мужчина с жалобами на острую боль в области сердца. Какие биохимические анализы назначал ему врач, чтобы подтвердить диагноз инфаркта миокарда? Какие из них будут более специфичными?

Ответ. Определить активность сердечного изофермента креатинкиназы, ЛДГ1 и ЛДГ2, аспартатаминотрансферазы.

16. атерогенности у пациента равен  6. Какое патологическое состояние можно предположить?  

Ответ. Можно предположить атеросклероз, так как коэффициент атерогенности 6,0 (норма не выше 3).
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