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Біологічна хімія - фундаментальна наука, вивчення якої є обов’язковим у системі підготовки майбутніх лікарів. Оволодіння базовими знаннями з предмета створює підґрунтя для формування у студентів біохімічного мислення, розвитку основних умінь та навичок оцінки метаболічних процесів в організмі здорової людини та у разі розвитку патологічного процесу. 

Реформування вищої освіти, яке останнім часом відбувається в Україні, передбачає наявність сучасних методичних матеріалів, які б відповідали цілям, змісту та спрямованості чинних державних стандартів медичної освіти та принципам Болонського процесу. Під час складання навчально-методичного посібника «Біологічна хімія. Практичні заняття» були враховані рекомендації типової програми з дисципліни та методичні рекомендації для викладачів вищих медичних навчальних  закладів IV рівня акредитації (Київ-Донецьк, 2005 р.). 


Частина І посібника вміщує теми модуля І «Загальні закономірності метаболізму. Метаболізм вуглеводів, ліпідів та його регуляція». У посібнику надана вся інформація, яка необхідна для підготовки студентів до практичних занять: зазначена актуальність і сформульовані мета й цілі кожної теми; наведені теоретичні питання; рекомендована література; лабораторний практикум, який поєднує сучасні біохімічні методи досліджень з алгоритмом до кожної лабораторної  роботи, методикою її виконання та клінічною оцінкою окремих показників; тестові контрольні запитання з еталонами відповідей; короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті, технологічні карти занять та граф логічної структури тем; залікові питання до модуля; довідковий матеріал.
Автори сподіваються, що посібник допоможе студентам  швидко зорієнтуватися у досить великому обсязі наукової інформації під час вивчення такої одночасно складної і цікавої науки, як біохімія, а також отримати знання про сучасні методи біохімічних досліджень, оволодіти практичними навичками визначення певних речовин у біологічному матеріалі, умінням узагальнювати, аналізувати й оцінювати результати лабораторних досліджень, що має значення під час подальшого вивчення фармакології, патологічної фізіології та клінічних дисциплін, а також у майбутній професійній діяльності.
Заняття 1

Тема. КОНТРОЛЬ ПОЧАТКОВОГО РІВНЯ ЗНАНЬ. ЗАСВОЄННЯ ПРИНЦИПІВ ПРОВЕДЕННЯ БІОХІМІЧНИХ ЛАБОРАТОРНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ; ОБҐРУНТУВАННЯ ТА КЛІНІКО-ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ ЗМІН БІОХІМІЧНИХ ПОКАЗНИКІВ


Актуальність теми. Біохімічні лабораторні дослідження можуть бути використані для вивчення молекулярно-генетичних механізмів патогенезу хвороб, з’ясування впливу спадкових і екологічних факторів на розвиток патологічних станів, пояснення механізмів функціонування органів і тканин у нормі і при патології, для встановлення діагнозу, моніторингу перебігу захворювань та ефективності лікування. Знання про основні сучасні методи лабораторної діагностики і принципи проведення біохімічних лабораторних досліджень дозволяють лікарю правильно і свідомо вибрати методи обстеження хворого, врахувати їх специфічність, чутливість, за необхідності проаналізувати та інтерпретувати результати аналізів, підібрати додаткові дослідження для призначення адекватної ефективної терапії, моніторингу лікування.


Мета загальна - уміти характеризувати основні класи органічних речовин; пояснювати принципи проведення біохімічних лабораторних досліджень.


Конкретні цілі, уміти: 
1 Пояснювати основні правила роботи в біохімічній лабораторії.
2 Пояснювати принципи проведення біохімічних досліджень, критерії оцінки лабораторних методів, правила стандартної підготовки дослідного матеріалу.
3 Характеризувати фізико-хімічні властивості і зображати структури основних класів органічних речовин; розрізняти функціональні групи і типи хімічних зв’язків.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Тюкавкина Н.А. Биоорганическая химия. / Тюкавкина Н.А.,   Баунов Ю.Н. - М.: Медицина, 1991.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія / Ю.І. Губський. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000.

3. Губський Ю.І. Біологічна хімія / Ю.І. Губський. – Київ; Вінни-ця: Нова книга, 2009.
4. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П Максимчук. – Тернопіль: Укрмедкнига, 2002.

5. Гонський Я.І. Біологічна хімія: Лабораторний практикум. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2001.
6. Маршалл В. Дж. Клиническая биохимия / В. Дж. Маршалл. – М.: БИНОМ; Санкт-Петербург: Невский диалект, 2000. 

Теоретичні питання

1 Визначення біохімії  як  науки. Місце біохімії серед інших медико-біологічних дисциплін.

2 Досягнення і перспективи розвитку біохімії, теоретичної та  молекулярної  біології, біотехнології, генної інженерії.

3 Мета біохімічних лабораторних досліджень, критерії оцінки лабораторних методів, принципи забору матеріалу для досліджень, помилки лабораторної діагностики.
4 Хімічний склад живих організмів,  його особливості  порів​​​няно з об'єктами неживої природи.  Хімічний склад організму лю​​​дини.

5 Біохімічні компоненти клітини (біомолекули), їх біохімічні  функції.  Головні класи біомолекул.

6 Загальна характеристика циклічних сполук, білків, жирів, вуглеводів, нуклеїнових кислот: особливості хімічного складу та структури, біологічна роль.

Правила роботи в лабораторії біологічної хімії:

1 Кожен студент повинен бути уважним, точним і акуратним під час виконання лабораторних дослідів.

2 Під час роботи в лабораторії ніколи не потрібно поспішати, особливо при виконанні аналітичних досліджень.

3 У лабораторіях студенти повинні працювати в халатах і шапочках.

4 Лабораторні роботи необхідно виконувати відповідно до методики проведення дослідів.

5 Ніколи не розпочинати роботу без дозволу викладача або лаборанта. 

6 Під час роботи можна використовувати тільки той хімічний посуд, реактиви, які необхідні для проведення експерименту. 
7 Акуратно поводитися з хімічним посудом, реактивами і приладами, не переносити їх з місця на місце.
8 Не залишати в лабораторії без нагляду прилади, що працюють, водяні бані, газові пальники.

9 Необхідно бути особливо обережними під час роботи з концентрованими розчинами кислот, лугів, вогненебезпечними та отруйними речовинами.

10 Досліди з отруйними, леткими речовинами, вогненебезпечними речовинами необхідно проводити тільки у витяжній шафі.

11 Не виливати у раковину луги, кислоти, вогненебезпечні реактиви, а використовувати спеціальні ємності для зливання відпрацьованих реактивів. 
12 Набирати реактиви тільки за допомогою спеціального мірного посуду. Для досліду брати тільки ту кількість речовини, яка зазначена у пропису лабораторної роботи. Невикористані рештки не повертати назад у пляшечки та склянки. 
13 Наливати та насипати реактиви тільки над столом. Пролиті та розсипані речовини потрібно негайно прибрати. Ділянки шкіри або одягу, на які потрапив реактив, потрібно ретельно змити водою, а потім протерти нейтралізуючою речовиною.
14 Не залишати відкритими склянки з рідинами та ємності із сухими реактивами. Відкриваючи банку або пляшку з реактивом, корки потрібно тримати у руці або класти на стіл зовнішньою поверхнею.

15 У хімічній лабораторії категорично забороняється їсти, пробувати органічні речовини на смак.
16 Визначаючи речовину за запахом, глибоко не вдихайте. Нюхати вміст посуду необхідно обережно, спрямовуючи повітря рукою  від пробірки до носа. 

17 Не нагрівати речовини у посуді з товстими стінками. 

18 Нагрівати у пробірці невелику кількість розчину, рідина не повинна займати більш ніж третину об'єму пробірки.

19 Пробірку з реагентом спочатку потрібно прогріти всю, потім нижче рівня рідини в ній.  

20 При нагріванні пробірки над полум’ям необхідно стежити, щоб її отвір був спрямований у бік, протилежний від себе та інших студентів. Ніколи не зазирати всередину пробірки через отвір, а спостерігати за перебігом реакції збоку.
21 Обережно поводитися з легкозаймистими та леткими речовинами. Працювати з ними подалі від вогню, ввімкнених плиток, не проливати і не вдихати їх парів. Потрібно нагрівати їх тільки на водяній бані або електричній плитці із закритою спіраллю. Нагрівати вогненебезпечні речовини на відкритому полум’ї заборонено.
22 При загорянні легкозаймистих речовин гасити їх можна протипожежною ганчіркою, піском, але не водою.

23 У разі загоряння одягу потрібно накинути на постраждалого протипожежну ковдру. 

24 При розведенні концентрованої сірчаної кислоти потрібно кисло-ту лити у воду, а не навпаки. Розлиту кислоту необхідно нейтралізувати лугом, а потім змити великою кількістю води.

25 Після закінчення роботи необхідно прибрати своє робоче місце.

26  Виходячи з лабораторії, потрібно обов’язково перевірити, чи виключені вода, газ, світло.

27  При опіках: а) сильними лугами - необхідно промити вражені ді-лянки тіла водою і накласти компрес, змочений 1% розчином оцто-вої кислоти; б) сильними кислотами - необхідно промити вражені ділянки тіла водою і накласти компрес, змочений 1% розчином соди; в) фенолом - необхідно розтерти побілілу від опіку ділянку до нормального стану шкіри, а потім промити водою і накласти пов’язку з гліцерином.

28  У разі потрапляння кислоти або лугу в очі необхідно промити їх великою кількістю води, а потім 2% розчином соди або борної кислоти.

29 При порізах склом необхідно видалити залишки скла пінцетом, змазати краї рани розчином йоду і накласти пов'язку.При сильних кровотечах – накласти джгут.
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

Назвіть поліненасичену жирну кислоту:

А. Арахідонова. 

В. Олеїнова. 

С. Стеаринова. 

D. Капринова.    

Е. Пальмітинова.

Завдання 2

Які речовини утворюються при повному гідролізі пуринових нуклеотидів?
А. Цитозин, рибоза, фосфорна кислота. 

В. Аденін, дезоксирибоза, фосфорна кислота. 

С. Гуанін, дезоксирибоза. 

D. Аденін, рибоза.

Е. Урацил, рибоза, фосфорна кислота.

Завдання 3

Який моносахарид утворюється під час повного гідролізу крохмалю?
А. D-галактоза. 

В. D-глюкоза. 

С. D-фруктоза. 

D. D-фруктозо-6-ф. 

Е. Глюкозо-1-ф.

Завдання 4

Який дисахарид вміщує залишок фруктози?

А. Целобіоза. 

В Целюлоза. 

С. Мальтоза. 

D. Лактоза.   

Е. Сахароза.

Завдання 5

Яка сполука є амінокислотою?
А. Серин. 

В. Етаноламін. 

С. Карнозин. 

D. Креатин. 

Е. Вазопресин.

Завдання 6

При утворенні первинної структури пептидів і білків між амінокислотами утворюються зв’язки:

А. Глікозидні. 

В. Дисульфідні. 

С. Пептидні. 

D. Гідрофобні.      

Е. Водневі.

Відповіді: 1-А, 2-В, 3-В, 4-Е, 5-А, 6-С.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з ознайомлення студентів з основними правилами роботи в біохімічній лабораторії. На занятті вирішуються основні навчальні завдання.

У кінці заняття проводиться тестовий контроль вихідного рівня знань студентів, аналізуються його результати. В обговоренні  результатів контролю беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв.
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Ознайомлення студен-тів з основними правилами роботи в біохімічній лабо-раторії; принципами про-ведення лабораторних дос-ліджень і оцінки результа-тів
	40
	Лабораторне обладнання, посуд, прилади, хімічні реактиви
	Навчальна аудиторія

	2 Нотування основних положень з охорони праці під час роботи в біохіміч-ній лабораторії в зошиті для практичних робіт
	20
	Інструкції з охоро-ни праці під час ро-боти в біохімічній лабораторії
	

	3 Тестовий контроль
	10
	
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	10
	
	


Граф логічної структури теми “Контроль початкового рівня знань. Засвоєння принципів проведення біохімічних лабораторних досліджень; обґрунтування та клініко-діагностичне значення змін біохімічних показників”
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Заняття 2

Тема: ВИВЧЕННЯ МЕТОДІВ ДОСЛІДЖЕННЯ АМІНОКИСЛОТНОГО СКЛАДУ БІОЛОГІЧНИХ РІДИН

Актуальність теми. Амінокислоти - органічні низькомолекулярні сполуки, які входять до складу білків і пептидів, а також знаходяться в клітинах організму у вільному стані й беруть участь в обміні речовин. Фізико-хімічні властивості амінокислот зумовлюють особливості будови і функцій білків організму, можливість ряду хімічних перетворень, наприклад таких, як цикл лимонної кислоти, знешкодження аміаку, синтез креатину тощо.


Теоретичні знання про будову, фізико-хімічні властивості, визначення амінокислотного складу білків і пептидів, вміст їх у біологічних рідинах (крові, сечі), важливі як для формування фундаментальних уявлень про молекулярну основу життя, так і в клініко-лабораторній діагностиці.


Мета загальна - уміти характеризувати фізико-хімічні власти-вості амінокислот, методи визначення амінокислотного складу білків і пептидів, амінокислотного спектра біологічних рідин.


Конкретні цілі, уміти: 
1 Використовувати знання про фізико-хімічні властивості аміно-кислот в аналізах результатів хроматографії та електрофорезу.

2 Писати хімічну будову амінокислот і пептидів.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 18-32, 37.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 34-51.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини. / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук.  - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 15–34.
4. Марpи Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 21-51.

Теоретичні питання

1 Загальна характеристика та біологічні функції білків і пептидів. 

2 Амінокислотний склад білків і пептидів; будова, класифікація і фізико-хімічні властивості амінокислот. Утворення пептидного зв’язку. 

3 Рівні структурної організації білків. Хімічні зв’язки в біл-ковій молекулі. 

4 Методи вивчення та дослідження в біологічних рідинах амінокислот і білків. Кольорові реакції на амінокислоти. Хроматографічні методи розділення амінокислот.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Лабораторна робота має елементи дослідження. В наданих пробірках з розчинами визначають наявність амінокислот і білків.

2 З кожної пробірки беруть необхідну кількість розчину і визначають наявність білків і пептидів за біуретовою реакцією.

3 Аналогічно в кожному розчині визначають наявність циклічних і сірковмісних амінокислот. Для цього проводять нінгідринову, ксантопротеїнову, нітропрусидну реакції, реакції Адамкевича і Фоля.

Методика проведення експериментів

1  Кольорові реакції на білки та амінокислоти 
1.1 Біуретова реакція (реакція Піотровського)
 Принцип методу: це характерна реакція на групу -СО-NН-. Сполуки, які мають у своєму складі не менше двох пептидних зв΄язків (білки, пептиди), у лужному середовищі утворюють із сульфатом міді комплекс рожево-фіолетового кольору. Біуре-това реакція доводить наявність пептидних зв΄язків у білках і поліпептидах. Біуретова реакція лежить в основі кількісного визначення білків.

Хід роботи: у пробірку вливають 3-5 крапель розчину яєчно-го білка, додають 3-5 крапель 10% розчину NаОН та 1-2 краплі 1% розчину сульфату міді. Спостерігають появу рожево-фіолетового забарвлення.

1.2 Нінгідринова реакція
Принцип методу: білки, поліпептиди і вільні амінокислоти при нагріванні з нінгідрином дають синє або фіолетове забарв-лення. Реакція характерна для NH2-групи, що має α-положення й використовується для виявлення α-амінокислот, розділених хроматографічним методом.  

Хід роботи: у пробірку вливають 3-5 крапель розчину аміно-кислот (або 1% розчину білка), додають 5 крапель 0,5% спирто-вого розчину нінгідрину, трішки підігрівають і спостерігають появу фіолетового забарвлення. 

1.3 Ксантопротеїнова реакція
Принцип методу: реакція характерна для бензольного ядра циклічних амінокислот (фенілаланіну, тирозину, триптофану). Ароматичне кільце амінокислот нітрується при дії концентро-ваної азотної кислоти з утворенням нітросполук, забарвлених у жовтий колір. Забарвлення переходить в оранжеве при додаванні аміаку.

 Хід роботи: у пробірку вливають 5 крапель тирозину (або 1% розчину яєчного білка), 5 крапель концентрованої азотної кис-лоти, обережно нагрівають і спостерігають за утворенням осаду жовтого кольору. Потім додають по краплях розчин аміаку до утворення жовтогарячого забарвлення.

1.4 Реакція Адамкевича
Принцип методу: ця реакція характерна для триптофану, який містить у своєму складі індольне кільце. При додаванні до розчину триптофану концентрованої оцтової кислоти (яка завжди має залишок гліоксалевої кислоти) і концентрованої сірчаної кислоти на межі двох рідин утворюється червоно-фіолетове кільце. Позитивну реакцію Адамкевича дають усі білки, які містять триптофан.

Хід роботи: у пробірку вливають 5 крапель розчину трипто-фану (або білка), додають 5 крапель концентрованої оцтової кислоти і, нахиливши пробірку, обережно по стінці пробірки вливають 5 крапель сірчаної кислоти. Через деякий час на межі двох рідин утворюється червоно-фіолетове кільце. Цей процес можна прискорити, якщо поставити пробірку на киплячу водяну баню.

1.5 Реакція Фоля

Принцип методу: ця реакція відкриває сірковмісні аміно-кислоти (цистин та цистеїн). У процесі кип’ятіння білка з лугом від цих амінокислот легко відщеплюється сірка у вигляді сірководню, який з ацетатом свинцю утворює чорний осад сірчистого свинцю. Всі білки, які містять цистин або цистеїн, дають позитивну реакцію Фоля. Метіонін цієї реакції не дає, тому що сірка в ньому зв’язана метильною групою.

Хід роботи: у пробірку вливають 5 крапель 1% розчину яєч-ного білка, додають 5 крапель 30% розчину NаОН і одну краплю 5% розчину ацетату свинцю (або реактиву Фоля). Нагрівають і спостерігають за появою чорного забарвлення.

1.6 Нітропрусидна реакція

Принцип методу: виявляє сірковмісні амінокислоти в білках.

Хід роботи: до 10 крапель 1% розчину яєчного білка додають 10 крапель розчину лугу, інтенсивно кип’ятять, після охолод-ження доливають 3-5 крапель свіжоприготованого нітропрусиду натрію, після чого з΄являється червоно-фіолетове забарвлення.


Після проведення експериментальної частини потрібно оформити протоколи лабораторної роботи. Для цього одержані результати заносять до таблиці, роблять висновки.

	Проба
	Результати реакцій
	Висновки 

	
	Фоля
	Біуре-  това
	Нінгід-ринова
	Ксанто-протеїнова
	Нітро-прусидна
	Адам-кевича
	


2 Хроматографічні методи розділення амінокислот. Визначення амінокислот методом розподільної хроматографії.
Для розділення білків та амінокислот використовують різні види хроматографії: адсорбційну, іонообмінну, розподільну, дифузійну, афінну.  
Принцип методу: розподільна хроматографія ґрунтується на різній розчинності речовин, які розділяються, у двох рідинах, що частково змішуються.
Розчинник, що містить суміш амінокислот, піднімається по смужці паперу. Амінокислоти перерозподіляються між рухомою фазою (фенолом) і стаціонарною (водою), зв΄язаною з волокнами паперу. Чим менша розчинність амінокислот у воді й більша у фенолі, тим швидше вони рухаються за фронтом органічного розчинника і пройдуть більшу відстань від місця старту. Чим більша розчинність амінокислот у воді й менша у фенолі, тим повільніше вони будуть рухатися і пройдуть меншу відстань від місця старту. Для проявлення хроматограф (виявлення положення амінокислот на папері) використовують розчин нінгідрину, який забарвлює амінокислоти у фіолетовий колір. Вимірюють шлях, який пройшла амінокислота, і шлях розчинника. Коефіцієнт розподілу визначають за формулою 

       А
Rf = -----,

       В
де  А – відстань від місця нанесення суміші амінокислот до 

              середини плями (мм);
       В - відстань від лінії старту до фронту розчинника (мм);

       Rf – коефіцієнт розподілу. 

Коефіцієнт розподілу є сталою величиною для кожної амінокислоти за умов досліду (розчинник, температура, сорт паперу). За коефіцієнтом розподілу визначають амінокислоти, які входили до складу суміші. 
Клініко-діагностичне значення. Метод використовують для визначення амінокислотного складу білків, пептидів, якісного та кількісного визначення амінокислот у біологічних рідинах і тканинах.
Нормальний вміст амінокислот у плазмі крові становить близько 21,4 ммоль/л.
Гіпераміноацидемія – збільшення вмісту амінокислот у кро- ві - спостерігається при спадкових ензимопатіях, ураженнях печінки, нирковій недостатності, цукровому діабеті. 
Гіпоаміноацидемія розвивається при лихоманці, білковому голодуванні, захворюваннях нирок.

Гіпераміноацидурія – виникає при захворюваннях печінки, цукровому діабеті, інфекційних захворюваннях, злоякісних пухлинах, гіпертиреозі.  
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

При електрофорезі амінокислотної суміші Гіс, Глу, Ала використовували буферний розчин, рН якого становила 8,6. Які результати електрофорезу були одержані?

1. Який заряд мали молекули Гіс при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
2. Який заряд мали молекули Глу при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
3. Який заряд мали молекули Ала при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
4 Яка із названих амінокислот мала найбільшу швидкість руху?

А. Гіс

В. Глу

С. Ала.
5 Яка із названих амінокислот мала найменшу швидкість руху?

А. Гіс

В. Глу

С. Ала.
Відповіді: 1-В, 2-В, 3-В, 4-В, 5-А.
Завдання 2

При електрофорезі амінокислотної суміші Цис, Ліз, Асп використали буферний розчин, рН якого становить 9,0. Які результати електрофорезу були одержані?

1. Який заряд мали молекули Цис при електрофорезі?

А. 0

В. +

С. -

2. Який заряд мали молекули Ліз при електрофорезі?

А. 0

В. +

С. -

3. Який заряд мали молекули Асп при електрофорезі?

А. 0

В. +

С. -

4. Яка із зазначених амінокислот мала найбільшу швидкість руху?

А. Цис

В. Ліз

С. Асп.
5. Яка із зазначених амінокислот мала найменшу швидкість руху?

А. Цис

В. Ліз

С. Асп.
Еталон відповіді: 1-С, 2-А, 3-С, 4-С, 5-В.
Завдання 3

При електрофорезі амінокислотної суміші Арг, Фен, Тир використаний буфер, рН якого становить 7,0. Які результати електрофорезу були одержані?

1. Який заряд мали молекули Арг при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
2. Який заряд мали молекули Фен при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
3. Який заряд мали молекули Тир при електрофорезі?

А. +

В. -

С. 0.
4. В якій іонній формі знаходилися молекули Арг при вказаних значеннях рН?

А. Катіонній.
В. Аніонній.
С. Цвітер-іона.
5. В якій іонній формі знаходилися молекули Тир при вказаних значеннях рН?

А. Катіонній.
В. Аніонній.
С. Цвітер-іона.
Відповіді: 1-А, 2-В, 3-В, 4-А, 5-В.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналізуються результати роботи  студенти.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шля-хом розв’язання нав-чальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформ-лення протоколу
	30
	Набір рідин із сумішами білків і амінокислот, хім. посуд та прилади
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцензійного іспиту “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Вивчення методів дослідження амінокислотного складу біологічних рідин”


















Заняття 3

Тема. ФІЗИКО-ХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ БІЛКІВ. МЕТОДИ ВИДІЛЕННЯ І ФРАКЦІОНУВАННЯ БІЛКІВ. КЛАСИФІКАЦІЯ БІЛКІВ: ПРОСТІ БІЛКИ, ПЕПТИДИ

Актуальність теми. Білки становлять основу структури і функ-цій живих організмів. Властивості, що відрізняють живу природу від неживої, базуються на різноманітності структури і функцій саме білків, їх упорядкованості і фізико-хімічних особливостях. Зміна складу, структури і властивостей білків призводить до дестабілізації біохімічних процесів у клітинах, що часто проявляється у вигляді тієї чи іншої патології. Сучасні методи виділення і фракціонування білків дозволяють відділити протеїни від інших клітинних структур і вивчити особливості їх складу, властивості, що відкриває широкі перспективи використання цих досліджень у медицині.


Мета загальна - уміти пояснювати фізико-хімічні властивості білків, характеризувати основні методи виділення і фракціонування білків, класифікувати білки на підставі їх структури і складу.


Конкретні цілі, уміти:

1 Використовувати фізико-хімічні властивості білків для характе-ристики основних методів їх виділення, фракціонування, вивчення амінокислотного складу.

2 Інтерпретувати результати дослідження білків за допомогою методів осадження, діалізу, ультрацентрифугування, хромато-графії, електрофорезу.

3 Характеризувати окремі класи простих білків і пептидів відповідно до сучасної класифікації.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 33-40.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 52-59.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І.Гонський, Т.П. Максимчук - Тернопіль:Укрмедкнига, 2002. - С. 35–52, 62.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. – Т.1. -       С.  35 – 41, 48-51.

Теоретичні питання

1 Фізико-хімічні властивості білків: амфотерність, ізоелек-трична точка (рІ), розчинність білків, термодинамічна ста- більність білкових молекул, денатурація.

2 Методи виділення білків з біооб’єктів, їх фракціонування і аналіз будови: 

а) реакції зворотного і незворотного осадження білків і їх практичне застосування; 

б) методи ультрацентрифугування та хроматографії;

в) розподіл білків методом електрофорезу; 

г) методи вивчення амінокислотного складу та структури білків і пептидів; діаліз білків.

3 Сучасні класифікації білків. Загальна характеристика окремих класів білків, їх роль. 

4 Природні пептиди: класифікація, біохімічна характеристика.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Методика проведення експерименту

1 Кислотний гідроліз білків, формолове титрування

Принцип методу. Гідроліз – процес розщеплення складних речовин з участю води. Розрізняють кислотний, лужний та ферментативний гідроліз. Гідроліз простих білків призводить до розриву пептидних зв'язків і утворення вільних амінокислот. 
Метод використовується для встановлення первинної структури білків. 

1.1 Формолове титрування за Серенсеном
Принцип методу. Використовується для визначення карбоксильних груп, які утворюються під час гідролізу білків. 
У процесі гідролітичного розщеплення пептидні зв'язки руйнуються з утворенням еквівалентної кількісті амінних і карбоксильних груп. У зв'язку з тим, що у водних розчинах амінокислоти здатні утворювати внутрішньомолекулярні солі, 
неможливо відтитрувати карбоксильні групи без попереднього болкування аміногруп формальдегідом. У реакції з нормальдегідом ά-аміногрупи блокуються. Метилен-амінокислоти, що утворилися, відтитровують лугом. Визначаючи кількість карбоксильних груп титруванням, можна визначити кількість азоту амінокислот, що їм еквівалентна. Кількість азоту аміногруп встановлюють за кількістю лугу, що пішов на титрування.
Алгоритм лабораторної роботи 2
1 Отримують осад глобулінів шляхом висолювання 50% (NH4)2SO4.

2 Фільтрують осад.

3 Отримують осад альбумінів шляхом висолювання 100% (NH4)2SO4.

4 Фільтрують осад.

5 Якість висолювання контролюють за допомогою біуретової реакції, яку проводять з фільтратом.

2 Реакції зворотного осадження білків (висолювання).    Розділення альбумінів і глобулінів

Висолювання – це зворотна реакція осадження білків великими концентраціями нейтральних солей лужних та лужноземельних металів: (NН4)2SО4, NaCl, Na2SO4, MgSO4,  органічними розчинниками (спиртом, ацетоном) за умов нетривалої дії і низької температури. Під час висолювання молекула білка зберігає свої нативні властивості, осад, що утворюється, можна знову розчинити у вихідному розчиннику.

Метод висолювання використовується для фракціонування суміші білків, наприклад, розділення альбумінів і глобулінів. Грубодисперсні білки – глобуліни – висолюються значно легше, ніж альбуміни, напівнасиченим розчином сірчанокислого амонію, тоді як альбуміни – насиченим розчином. 

Принцип методу: реакція висолювання зумовлена дегідратацією макромолекул білка з одночасною нейтралізацією його електричного заряду.

Хід роботи: у пробірку вносять 2-3 мл сироватки крові (або 2-3 мл розчину яєчного білка), додають однаковий об΄єм насиченого розчину сульфату амонію і перемішують. В осад випадають глобуліни (50% насичення), які мають відносно велику молекулярну масу і невеликий заряд. Осад відфільтровують. У фільтрат, в якому залишились альбуміни, додають кристалічний сульфат амонію до того часу, поки сіль перестане розчинятися. Спостерігають випадання в осад альбумінів (100% насичення), які мають відносно невелику молекулярну масу і невеликий заряд. Осад альбумінів відфільтровують. Фільтрат перевіряють на відсутність білків за допомогою біуретової реакції. Осади альбумінів і глобулінів на фільтрі розчиняють в 3-5 мл води, щоб упевнитися, що висолювання має зворотний характер.

Алгоритм лабораторної роботи 3
1 Маркують 6 пробірок (для різних осаджувачів) згідно з методикою експериментів.
2 Осаджують білки різними осаджувачами.

3 Роблять висновки  про дію на білок різних денатуруючих  агентів.

Методика проведення експериментів

3 Незворотне осадження (денатурація) білків під впливом солей важких металів, концентрованих кислот, високої температури

3.1 Осадження солями важких металів
Принцип методу:  солі важких металів (міді, свинцю, срібла, ртуті) осаджують білки з розчинів, утворюючи комплексні сполуки, що розчинні у надлишку цих солей, але нерозчинні у воді. Надлишок іонів металу, адсорбуючись, спричиняє перезарядження білкового комплексу, внаслідок чого в розчин переходить комплекс зміненого білка з металом. Це явище називається адсорбційною пептизацією.

Хід роботи: у дві пробірки вносять по 5 крапель 1% розчину яєчного білка. У першу пробірку додають 2-3 краплі 5% розчину 
сульфату міді; у другу – 2 краплі розчину ацетату свин-цю. У всіх пробірках утворюється осад, не розчинний у воді. Якщо потім у першу пробірку додати 5-10 крапель 1% розчину сульфату міді, спостерігають розчинення блідо-блакитного осаду в надлишку реактиву. У другій пробірці, коли додати 5 - 10 крапель 5% розчину ацетату свинцю, осад розчиняється теж.

Клініко-діагностичне значення. Властивість білка міцно зв΄язувати іони важких металів у вигляді нерозчинного осаду у воді використовується при отруєнні солями ртуті, міді, свинцю тощо. Рекомендують одразу ж після отруєння вживати білки молока або яєць до того часу, поки ці солі наявні ще в шлунку і не встигли всмоктатися. Після цього у хворого викликають блювання, щоб вивести отруту. 

3.2 Осадження концентрованими органічними й мінеральними кислотами

Принцип методу: під дією концентрованих мінеральних і органічних кислот відбувається денатурація білка внаслідок дегідратації та утворення комплексних солей білка з кислотами.

У надлишку всіх мінеральних кислот, крім азотної, осад білка розчиняється. Тому реакція осадження концентрованою азотною кислотою лежить в основі  кількісного визначення білка за методом Робертса-Стольнікова-Брандберга.

Хід роботи:

· Осадження азотною кислотою (проба Геллера)
На 1 мл концентрованої азотної кислоти обережно нашаро-вують 1 мл 1% розчину білка. На межі розділу двох рідин утворюється осад у вигляді білого кільця.

· Осадження сірчаною кислотою

До 1 мл 1% розчину яєчного білка обережно по стінці пробір-ки додають кілька крапель концентрованої сірчаної кислоти. Випадає осад.

· Осадження трихлороцтовою та сульфосаліциловою кислотами

У дві пробірки вміщують по 1 мл розчину білка. У першу до-дають 1 мл 20% розчину сульфосаліцилової, а в другу – 1 мл 10% розчину трихлороцтової кислот. Випадає осад білка. Осадження білків за допомогою трихлороцтової кислоти застосовують для повного видалення білків з біологічних рідин, оскільки вона осаджує тільки білки. Сульфосаліцилову кислоту використовують для якісного визначення білка у сечі.

3.3  Денатурація білків під впливом високої температури

Принцип методу. Під дією високої температури гідрофобні та водневі зв’язки у білках руйнуються, відбувається перебудова структури молекули. Білок втрачає свої нативні властивості, у тому числі розчинність. 
Реакція денатурації проходить поступово і прискорюється з підвищенням температури, тому короткочасне нагрівання може і не призвести до коагуляції.

Хід роботи: у пробірку вміщують 1 мл розчину білка, нагрівають і спостерігають за утворенням осаду.

Алгоритм лабораторної роботи 4
1 Маркують 6 пробірок.

2 Пробірки заповнюють відповідно до таблиці, створюючи певне значення рН у кожній пробірці шляхом внесення різної кількості реактивів заданих концентрацій.

3 Пробірки витримують при кімнатній температурі 30 хв.

4 Ізоелектричну точку визначають за ступенем помутніння розчину.

Методика проведення експерименту

4 Визначення ізоелектричної точки желатину

Принцип методу: визначення ізоелектричної точки желатину ґрунтується на дослідженні розчинності білка при різних значеннях рН. Коли значення рН розчину відповідає ізоелектричній точці білка, розчинність желатину зменшується, і він випадає в осад.

Хід роботи: заповнити 6 пробірок згідно з нижченаведеною таблицею.

	Реактив / Номер пробірки
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Н2О, мл
	3,8
	3,5
	3,0
	2,0
	─
	3,2

	Оцтова кислота (0,1 М)
	0,8
	0,5
	1,0
	2,0
	4,0
	─

	Оцтова кислота (1 М)
	─
	─
	─
	─
	─
	0,8

	СН3СООNа (0,1 М)
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Розчин желатину (1%)
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Ацетон
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	рН середовища
	5,6
	5,3
	5,0
	4,7
	4,4
	4,1

	Ступінь помутніння
	
	
	
	
	
	


Через 30 хв позначають ступінь помутніння розчину знаком (+). рН буфера, де спостерігається найбільше помутніння, відповідає ізоелектричній точці желатину.

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

5 Розподіл білків методом електрофорезу

Принцип методу: метод ґрунтується на різній рухливості білків в електричному полі, залежно від заряду та молекулярної маси білка. Електрофорез на папері дозволяє визначити 5 окремих фракцій білків крові: альбумін, ά1-, ά2- , β- , γ-глобуліни. Під час електрофорезу у поліакриламідному гелі білки сироватки крові розподіляються на 20 фракцій.
Клініко-діагностичне значення. Метод електрофорезу  широко використовується у медичній практиці для розділення білків сироватки крові на фракції, які характеризують стан організму і використовуються з діагностичною метою.
Гіпоальбумінемія (зменшення кількості альбумінів) харак-терна для захворювань печінки, нирок, злоякісних пухлин.

Гіпер-γ-глобулінемія (збільшення вмісту γ-глобулінів) спосте-ріггається при інфекційних захворюваннях. 
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Зазначте, які з нижченаведених білків належать до простих:

А. Гістони.
В. Хромопротеїни.
С. Флавопротеїни.
D. Металопротеїни.
Е. Гемопротеїни.
Завдання 2

Назвіть речовину, під дією якої відбувається висолювання білків:

А. Н2SO4 (к).
В. (NH4)2SO4.
C. РbSO4.
D. NaOH (к).
Е. HNO3 (к).

Завдання 3

Назвіть фактор, під дією якого відбувається денатурація білків:

А. NaCl.
В. MgSO4.
С. (NH4)2SO4.
D. Na2SO4.
Е. CuSO4.
Завдання 4

Назвіть метод, який може бути використаний для фракціонування білків:

А. Хроматографія.

В. Діаліз.

С. Кислотний гідроліз.

D. Денатурація.

Е. Гомогенізація.

Завдання 5

Вкажіть, яка властивість білків дозволяє розділяти їх методом електрофорезу:

А. Висока в’язкість.

В. Високий онкотичний тиск.

С. Наявність електричного заряду.

D. Оптична активність.

Е. Здатність до набухання.

Завдання 6

Вкажіть фактори, які викликають незворотну денатурацію білків:

А. Ацетат свинцю.

В. Сульфат амонію.

С. Сульфат магнію.

D. Сульфат натрію.

Е. Хлорид натрію.

Відповіді: 1-А, 2-В, 3-Е, 4-А, 5-С, 6 - А.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати лабораторні досліди.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	20
	Довідкові дані
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабо-раторної роботи, оформлення протоколу
	45
	Розчин яєчного білка, розчин желатину, набір реактивів для висолювання і осад-ження білків, визна-чення ізоелектричної точки желатину, хім. посуд та прилади
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Набір тестових зав-дань з біохімії для підготовки студен-тів до медичного ліцен-зійного іспиту 
“Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Фізико-хімічні властивості білків. Методи виділення і фракціонування білків. Класифікація білків: прості білки. Пептиди”








Заняття 4

Тема. ВИВЧЕННЯ КЛАСИФІКАЦІЇ, ОСОБЛИВОСТЕЙ БУДОВИ ТА МЕТОДІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

СКЛАДНИХ БІЛКІВ

Актуальність теми. Детальне вивчення структурно-функціо-нальних особливостей складних білків показало, що окремі їх пред-ставники беруть участь саме в ключових метаболічних процесах. Порушення функціонування таких білкових молекул призводить до патологічних змін в обміні речовин, які можуть мати небезпечні клінічні прояви. Так, результатом порушення синтезу гемоглобіну є не лише анемії, а й спадкові захворювання - таласемії, гемоглобінопатії. Причиною іншої спадкової хвороби - хвороби Вільсона-Коновалова - є спадковий дефект іншого складного білка - церулоплазміну, який забезпечує транспорт міді в крові. При спадкових порушеннях синтезу ліпопротеїнів крові можуть розвиватися атеросклеротичні зміни судин, наслідками чого є інфаркт міокарда, інсульт тощо. Теоретичні знання про складні білки і методи їх дослідження можуть бути використані під час вивчення таких дисциплін, як патологічна фізіологія, фармакологія, клінічна біохімія, та є важливими в майбутній медичній практиці лікаря.


Мета загальна - уміти інтерпретувати наслідки структурно-функціональних змін складних білків та результати методів їх дослідження.


Конкретні цілі, уміти:

1. Використовувати знання про класифікацію, структуру і функції складних білків для пояснення наслідків спадкових та набутих патологічних змін, що пов’язані з функціонуванням окремих представників складних білків.

2. Проводити визначення глікопротеїнів (на прикладі муцину слини), гемопротеїнів (на прикладі гемоглобіну), нуклеопротеїнів.

3. Інтерпретувати результати визначення складних білків.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 35-36, 41-56.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 60-77.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук - Тернопіль:Укрмедкнига, 2002. - С. 52–61.

Теоретичні питання

1. Складні білки: класифікація, представники окремих класів, вміст в організмі людини. 

2. Загальна характеристика хромопротеїнів, особливості структури, біологічна роль. 

3. Гемопротеїни: міоглобін, гемоглобін, цитохроми. Їх біологіч-ні функції та структурні особливості. Нормальний вміст гемо-глобіну в крові. Загальна характеристика гемоглобінопатій і таласемій. 

4. Флавопротеїни: особливості будови та роль в організмі.

5.  Глікопротеїни: класифікація, особливості структури, поширення, біологічні функції. 

6. Ліпопротеїни, фосфопротеїни, металопротеїни: структура, біологічна роль.

7. Нуклеотиди будова, структурні компоненти, номенклатура, біологічна роль. Мінорні азотисті основи та нуклеотиди. Вільні нуклеотиди: участь у метаболічних реакціях та їх регуляції. Циклічні нуклеотиди. 

8. Нуклеїнові кислоти: особливості структурної організації, біологічні функції ДНК і РНК. Експериментальне доведення генетичної ролі ДНК (феномен трансформації). 


9. Методи вивчення складу та особливостей будови складних білків.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи
1. Експериментальне підтвердження наявності в муцині вуглеводного компонента.

2. Проведення бензидинової реакції на визначення гемінової групи гемоглобіну.

3. Виділення нуклеопротеїнів з дріжджів та проведення якісних реакцій на їх складові.

Методика проведення експериментів

1 Виділення муцину із слини і проведення якісної реакції на вуглеводний компонент 

Принцип методу: виділення  муцину (або інших глікопро-теїнів та протеогліканів) ґрунтується на їх властивості добре розчинятись у лугах і осаджуватись при підкисленні розчину.

Хід роботи: у пробірку збирають 2-3 мл слини і по краплях додають концентровану оцтову кислоту  (10-12 крапель) до утворення осаду. Згусток муцину виймають, переносять у пробірку та проводять якісну реакцію на вуглеводний компонент. Для цього в пробірку з муцином додають 1-2 краплі 1% спиртового розчину α-нафтолу і по стінці пробірки повільно вливають піпеткою такий самий об΄єм концентрованої сірчаної кислоти. Фіолетово-червоне кільце на межі двох шарів рідини свідчить про наявність вуглеводів.

2 Якісне визначення гемінової групи гемоглобіну (бензидинова реакція) 

Принцип методу: виявлення гемінової групи гемоглобіну ґрунтується на її здатності окиснювати бензидин за допомогою перекису водню, утворюючи сполуку синього кольору, що поступово може переходити в червоний. Ця дуже чутлива реакція використовується для виявлення навіть мінімальних кількостей крові в біологічних рідинах і широко застосовується в клінічній та судовій медицині.

Хід роботи: у пробірку вливають 5 крапель 1% розчину крові, додають 5 крапель 1% розчину бензидину у крижаній оцтовій кислоті, 2-3 краплі 3% розчину пероксиду водню і спостерігають за появою синього або зеленого забарвлення. 

Примітка – лабораторну роботу 2 проводять як дослідну, тобто визначають наявність крові у наданих зразках. Результати 
оформлюють у таблицю:
	Номер пробірки
	Результат бензидинової проби

	
	


3 Виділення та гідроліз нуклеопротеїнів 
Принцип методу: нуклеопротеїни у великій кількості наявні в тканинах, багатих на ядра (селезінка, печінка, щитовидна залоза, дріжджі). В основі виділення нуклеопротеїнів лежить їх властивість утворювати в΄язкі розчини з солями середньої концентрації (2М NаСІ) і знову випадати в осад при розведенні (до 0,15М) у вигляді довгих ниток.

Хід роботи: у ступку вміщують 2-3 г селезінки і розтирають, поступово додаючи 20-30 мл 2М хлориду натрію. Утворюється в΄язкий розчин, який фільтрують через подвійний шар марлі в склянку з дистильованою водою, кількість якої в 5-6 разів перевищує кількість фільтрату, обережно намотують на паличку нитки нуклеопротеїну і переносять у пробірку. Нитки нуклеопротеїну розчиняють в 1 мл 0,4% розчину NаОН і розділяють на дві пробірки. У першій пробірці визначають наявність білка за допомогою біуретової реакції, а в другій – ДНК - реакцією з дифеніламіном.

Реакція на ДНК

До розчину нуклеопротеїну (15-20 крапель) додають такий самий об΄єм дифеніламінового реактиву. Суміш нагрівають на киплячій водяній бані протягом 15 хв і спостерігають появу синього забарвлення, яке виявляє наявність дезоксирибози.

4 Гідроліз нуклеопротеїнів дріжджів та виявлення вуглеводного компонента 
Принцип методу: для вивчення складу нуклеопротеїнів дріжджів проводять їх кислотний гідроліз.

Хід роботи: до 2,5 г дріжджів додають 20 мл 10% розчину сірчаної кислоти. Суміш переносять у круглодонну колбу на   100 мл з повітряним холодильником. Гідроліз проводять протягом   1 год.

Студенти отримують готовий гідролізат, з яким проводять якісні реакції на вуглеводний компонент. 

4.1 Реакція на вуглеводи з α-нафтолом

Хід роботи: до 5 крапель гідролізату дріжджів додають 3 краплі 0,2% спиртового розчину  α-нафтолу і 20 крапель концентрованої сірчаної кислоти. З΄являється рожево-фіолетове забарвлення.

4.2 Реакція на дезоксирибозу і рибозу 
Хід роботи: до 5 крапель гідролізату дріжджів додають        20 крапель 1% розчину дифеніламіну і кип΄ятять на водяній бані протягом 15 хв. З΄являється синьо-зелене забарвлення.

Після проведення експериментальної частини роботи ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

Хворий прийнятий у реанімаційне відділення з підозрою на отруєння чадним газом (монооксидом вуглецю). Яка сполука гемоглобіну буде виявлена при спектральному аналізі? 

A. Карбоксигемоглобін. 

B. Карбгемоглобін. 

C. Метгемоглобін. 

D. Оксигемоглобін. 

E. Дезоксигемоглобін. 

Завдання 2


Поряд із нормальними типами гемоглобіну в організмі дорослої людини можуть бути патологічні. Назвіть один із них. 

A. HbS. 

B. Hb.

C. HbA1. 

D. HbA2. 

E. HbO2. 

Завдання 3

У хворого виявлена серпоподібно-клітинна анемія. Заміна якої амінокислоти в поліпептидному ланцюгу Hb на валін призводить до цього захворювання? 

A. Глутамінової кислоти. 

B. Аспарагінової кислоти. 

C. Лейцину. 

D. Аргініну. 

E. Треоніну. 

Завдання 4

Гемоглобін дорослої людини (HbA) – білок-тетрамер, який склада-ється з двох альфа- та двох бета-поліпептидних ланцюгів. Яку назву має така структура цього білка?

A. Четвертинна. 

B. Третинна. 

C. Вторинна. 

D. Первинна. 

Завдання 5


Яка речовина надає слині в’язкого, слизистого характеру, виконує захисну роль, запобігає механічному пошкодженню слизової оболонки ротової порожнини?

А. Лізоцим.

В. Глюкоза.

С. Калікреїн.

D. Амілаза.

Е. Муцин.

Завдання 6


Споживання брудних овочів і фруктів протягом тривалого часу призвело до отруєння пацієнта нітратами й утворення у крові похідного гемоглобіну: 

A. Hb-OH. 

B. Hb СО. 

C. Hb O2. 

D. Hb CN. 

E. Hb NHCOOH. 

Завдання 7

Робітник цеху з виробництва нітросполук звернувся до лікаря зі скаргами на задишку та швидку втомлюваність. При обстеженні хворого виявлено ціаноз нижніх кінцівок. Яка причина цього стану? 

A. Посилене метгемоглобіноутворення. 

B. Гіповітаміноз. 

C. Гіпервітаміноз. 

D. Жирова інфільтрація печінки. 

E. Авітаміноз. 

Завдання 8


У дитини на 3-й місяць після народження розвинулася тяжка форма гіпоксії (задишка, синюшність). Який із процесів гемоглобіноутво-рення порушено?

А. Заміна фетгемоглобіну на гемоглобін М. 

В. Заміна фетгемоглобіну на гемоглобін S. 

С. Заміна фетгемоглобіну на глікозильований гемоглобін. 

D. Заміна фетгемоглобіну на метгемоглобін. 

Е. Заміна фетгемоглобіну на гемоглобін А.

Завдання 9

Людину вкусила змія. Вона починає задихатися, в сечі з’являється гемоглобін. У крові відбувається гемоліз еритроцитів. Дія токсичної зміїної отрути призводить до:

А. Утворення лізолецитину.

В. Ацидозу.

С. Поліурії.

D. Розвитку алкалозу.

Е. Утворення тригліцеридів.

Завдання 10


У сироватці крові пацієнта встановлено підвищення активності гіалуронідази. Визначення якого біохімічного показника сироватки крові дасть змогу підтвердити припущення про патологію сполучної тканини?

А. Галактози.

В. Білірубіну.

С. Сечової кислоти.

D. Глюкози. 

Е. Сіалових кислот.

Завдання 11
Хворий 20 років скаржиться на загальну слабкість, запаморочення, швидку втомлюваність. У крові: Hb – 80 г/л. Мікроскопічно: еритроцити зміненої форми. Причиною цього стану може бути::

А. Паренхіматозна жовтяниця.

В. Хвороба Аддісона.

С. Серпоподібноклітинна анемія.

D. Обтураційна жовтяниця.

Е. Гостра переміжна порфірія.

Відповіді: 1-А, 2-А, 3-А, 4-А, 5-Е, 6-А, 7-А, 8-Е, 9-А, 10-Е, 11-С.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір тестових завдань “Крок - 1”
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Хімічний посуд, реак-тиви, гідролізат дріжджів
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Тести
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Вивчення класифікації, особливостей будови та методів дослідження складних білків”
























Заняття 5

Тема. ВИВЧЕННЯ СТРУКТУРИ, ФІЗИКО-ХІМІЧНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ТА КЛАСИФІКАЦІЇ ФЕРМЕНТІВ. ЗАСВОЄННЯ МЕТОДІВ ВИЯВЛЕННЯ ФЕРМЕНТІВ У БІОЛОГІЧНИХ ОБ’ЄКТАХ

Актуальність теми. Ферменти як високоспецифічні біологічні каталізатори забезпечують проходження багатьох тисяч взаємозв’язаних хімічних реакцій синтезу, розщеплення, взаємоперетворень різноманітних органічних речовин з високою швидкістю. За рахунок ферментів відбуваються найважливіші процеси життєдіяльності: експресія генетичної інформації, біоенергетика, синтез і розщеплення молекул. Вивчення структури, функцій і молекулярних механізмів дії ферментів дозволяє розкрити суть основних процесів життєдіяльності, а також використовувати знання про природні каталізатори у хімічній, фармацевтичній, харчовій промисловості, медицині.


Мета загальна - уміти характеризувати ферменти як біологічні каталізатори, пояснювати основні принципи виявлення ферментів у біологічному матеріалі.


Конкретні цілі, уміти: 
1. Характеризувати основні особливості ферментів як біологічних каталізаторів, пояснювати їх фізико-хімічні властивості.

2. Характеризувати структуру простих і складних ферментів.

3. Трактувати біохімічні закономірності будови та функціонування різних класів ферментів.

4. Класифікувати коферменти відповідно до їх хімічної природи, типу реакції, яку вони каталізують.

5. Зображати структурні формули основних коферментів  - похідних від вітамінів.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 86-97.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 115-116, 117-128.
3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук.  - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 66-70, 74–76, 93-97.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -       С. 63-68, 81-83, 95-97.

Теоретичні питання

1 Ферменти як біологічні каталізатори реакцій обміну речовин;  власти​​​вості білків-ферментів. 
2 Номенклатура ферментів та їх класифікація за типом реакції. 
3 Будова фермент​​​них білків; олігомерні білки-ферменти; мультиензимні комплекси, мебранно-асоційовані ферменти та мультиензимні комплекси.
4 Кофактори та коферменти. Будова і властивості кофермен​​​тів; вітаміни як попередники в біосинтезі кофермен​​​тів. 
5 Найбільш поширені коферменти: похідні вітаміну В1, В2, В3, В5, В6, Вс, В12, Н та похідні ліпоєвої кислоти.

6 Класифікація коферментів за  хімічною природою, типом реакції, яку вони каталі​​​зують. 
7 Складні білки-ферменти; проcтетичні групи складних білків-ферментів.

8 Методи виділення ферментів з біооб'єктів, їх фракціонування  (ультрацентрифугування,   гель-  та  іонообмінна  хроматографія,  афінна хроматографія, електрофорез), аналіз активності.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи 1

1 Збирають 2-3 мл слини.

2 Отримують розведену і прокип’ячену слину (відповідно до методики експерименту).

3 Готують 3 пробірки, маркують їх, вносять у кожну пробірку субстрат і фермент амілазу, який міститься в слині (відповідно до методики).
4 Інкубують протягом 10 хв у термостаті при t0=380С.

5 Після інкубації вміст кожної пробірки ділять на дві рівні частини - всього 6 пробірок.

6 У 3 пробірках проводять якісну реакцію на продукти гідролізу крохмалю.

Методика проведення експерименту.
Визначення термолабільності амілази слини
1 Термолабільність амілази 

Принцип методу: про залежність активності амілази слини від температури свідчить розщеплення цим ферментом крохмалю в різних температурних умовах. Ступінь розщеплення крохмалю визначають за реакцією з йодом або реакцією Тромера.

Хід роботи: у чисту пробірку збирають 2-3 мл слини. З неї відбирають 4 краплі слини і додають 16 крапель води (слина розводиться у 5 разів).

Решту слини кип’ятять 5 хв на відкритому вогні, після чого охолоджують. Потім беруть 3 пробірки, у кожну з яких наливають по 10 крапель 1% розчину крохмалю. В 1-шу пробірку додають 10 крапель розведеної в 5 разів слини, у 2-гу – 10 крапель прокип’яченої слини, у 3-тю – 10 крапель води як контроль. Всі пробірки ставлять у термостат на 10 хв при 380С. Вміст усіх пробірок ділять на 2 частини і проводять якісні реакції на крохмаль і продукти його гідролізу – глюкозу і мальтозу (всього 6 пробірок).

1.1 Реакція на крохмаль (йодна проба)

У три пробірки вливають по 1 краплі розчину Люголя (йод у йодиді калію). За наявності крохмалю з’являється синє забарвлення.

1.2 Реакція Тромера

У три пробірки вливають 5 крапель 10% розчину гідроокису натрію і додають 3 краплі 1% розчину сульфату міді. Обережно нагрівають пробірки до кипіння і кип’ятять 1 хв на відкритому вогні. Поява червоного забарвлення свідчить про позитивну реакцію Тромера за наявності мальтози і глюкози. Отримані результати записують у таблицю  і роблять висновки.

	Номер

пробірки
	Фермент
	Субстрат
	Темпе-ратура
	Йодна проба
	Реакція Тромера

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	


Алгоритм лабораторної роботи 2

1 Готують 3 пробірки, маркують їх.

2 Збирають слину і розводять її у 5 разів.

3 У пробірки з різними субстратами (1 - крохмаль, 2 - сахароза) вносять фермент.

4 Інкубують пробірки 10 хв у термостаті при t0 = 380C.

5 Після інкубації проводять якісну реакцію на продукти гідролізу крохмалю.

Методика проведення експерименту

2 Визначення специфічності амілази слини

Принцип методу: амілаза розщеплює крохмаль і не діє на сахарозу. Гідроліз крохмалю визначається позитивним результатом реакції Тромера.

Хід роботи: у 2 пробірки наливають по 5 крапель слини, розведеної у 5 разів. У 1-шу пробірку додають 10 крапель 1% розчину крохмалю, у 2-гу – 10 крапель 1% розчину сахарози. Обидві пробірки ставлять у термостат при 380С на 10 хв. Після цього зі вмістом пробірок проводять реакцію Тромера.  Результати записують у таблицю і роблять висновки.

	Номер пробірки
	Фермент
	Субстрат
	Результат реакції Тромера

	
	
	
	


Алгоритм лабораторної роботи 3

1 Готують 2 пробірки, маркують їх.

2 Збирають слину.

3 Заповнюють пробірки реактивами (відповідно до методики експерименту), створюючи розчини з різними значеннями рН, 
куди вміщують субстрат і фермент.

4 Інкубують пробірки 15 хв у термостаті при t0 = 380C.

5 Після інкубації із вмістом пробірок проводять якісну реакцію на крохмаль.

Методика проведення експерименту

3 Вплив рН середовища на активність амілази 

Принцип методу: вплив рН середовища на активність амілази визначають за розщепленням цим ферментом крохмалю при різних значеннях рН.

Хід роботи: у дві пробірки збирають по 1 мл слини. У першу пробірку додають 20 крапель 0,4% розчину NаОН, у другу – 20 крапель 0,4% розчину НСl; в обидві – по 10 крапель 1% розчину крохмалю і ставлять у термостат при 380С на 15 хв. У першу пробірку (з NаОН) вносять 20 крапель 0,4% розчину НСl для нейтралізації. Після цього додають по 1 краплі розчину Люголя в обидві пробірки.

Результати роботи записують у таблицю і роблять висновки.

	Номер пробірки
	Фермент
	Субстрат
	Реакція середовища
	Йодна проба

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	


Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Спільними властивостями ферментів і неорганічних каталізаторів є:

А. Термолабільність.

В. Каталіз лише термодинамічно можливих реакцій.

С. Специфічність дії.

D. Залежність від кількості субстрату.

Е. Залежність від ефекторів.

Завдання 2

Абсолютна специфічність властива ферментам:

А. Сахаразі, уреазі.

В. Амілазі.

С. Пепсину, трипсину.

D. Алкогольдегідрогеназі.

Е. Фосфатазі.

Завдання 3


Найбільш вагомим доказом білкової природи ферментів є:

А. Висока молекулярна маса.

В. Одержання кристалічних форм.

С. Можливість лабораторного синтезу.

D. Гідрофільність.

Е. Руйнування протеолітичними ферментами.

Завдання 4


Фермент гексокіназа каталізує перенесення фосфорної групи з АТФ на гексозу з утворенням гексозо-6-ф. До якого класу належить цей фермент?
А. Оксидоредуктази.

В. Трансферази.

С. Гідролази.

D. Ізомерази.

Е. Лігази.

Завдання 5


Назвіть кофермент - похідне вітаміну РР:

А. ФАД.

В. ФМН.

С. НАД.

D. ПАЛФ.

Е. ПАМФ.

Заняття 6


Похідним якого вітаміну є кофермент тіамінпірофосфат:

А. В1.

В. В2.

С. В3.

D. В5.

Е. В6.

Відповіді: 1-В, 2-А , 3-Е, 4-В, 5-С, 6-А.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого  необхідно виконати лабораторні досліди.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	20
	Довідкові дані
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	45
	Набір реактивів для визначення термола-більності, специфіч-ності, дії рН середови-ща на активність амі-лази слини
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Набір тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми ”Вивчення структури, фізико-хімічних властивостей та класифікації ферментів. Засвоєння методів виявлення ферментів у біологічних об’єктах”





















Заняття 6

Тема. ВИЗНАЧЕННЯ АКТИВНОСТІ ФЕРМЕНТІВ, ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМУ ЇХ ДІЇ


Актуальність теми. Для діагностики багатьох захворювань, з прогностичною метою та при лікуванні використовують визначення активності ферментів крові і сечі. Знання основних принципів і підходів визначення дає можливість не лише орієнтуватися в методах й інтерпретувати отримані результати, а й створювати новітні методики. Визначення активності таких, наприклад, ферментів, як АсАТ, АлАТ, КФК, ЛДГ та інших, - це класичні методики, які успішно використовуються в медичній практиці. 


Крім того, знання механізмів дії ферментів є базовими для розуміння перебігу патологічних процесів на молекулярному рівні.


Мета загальна – уміти визначати активність ферментів з використанням фотоелектроколориметра, інтерпретувати отримані результати.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати термодинамічні закономірності ферментативного каталізу.

2 Інтерпретувати молекулярні ефекти ферментативного каталізу.

3 Визначати активність амілази в сироватці крові з використанням фотоелектроколориметра, аналізувати отримані результати і робити відповідні висновки.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 87, 98-103.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 116-117, 129-134.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук - Тернопіль:Укрмедкнига, 2002. - С. 78–83, 100.

Теоретичні питання

1 Механізми дії ферментів: 
а) термодинамічні закономірності  ферментативного каталізу;
б) активні центри ферментів;
в) гіпотези ферментативного каталізу Е.Фішера та Д. Кош-ленда.
2 Послідовність етапів каталітичного процесу. 

3 Ферментатив​​​не перетворення субстратів при каталітичній дії ферменту на прикладі дії хімотрипсину та ацетилхолінесте–рази. 
4 Методи визначення активності ферментів: за кількістю продукту, який утворюється під дією ферменту за одиницю часу, за кількістю витраченого субстрату за одиницю часу. 

5 Спектрофотометричні методи визначення активності ферментів та візуалізація результатів ферментативної реакції.

6 Одиниці виміру ак​​​тивності та кількості ферментів: міжнародні одиниці, катал, питома активність ферменту.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Підготовка робочої, дослідної і контрольної проб (за стандарт-ною методикою).

2 Вимірювання оптичної густини (екстинкції) робочої і дослідної проб проти контролю (дистильована вода).

3 Розрахунок активності амілази крові за формулою і оцінка результатів дослідження.

Методика проведення експериментів

1 Визначення активності амілази у сироватці крові за методом Каравея

Принцип методу: метод базується на колориметричному визначенні залишку нерозщепленого крохмалю за інтенсивністю його забарвлення з йодом. За одиницю активності амілази крові беруть кількість мг крохмалю, гідролізованого 1 мл сироватки крові за 1 год. 

Хід роботи: роботу виконують у мірних колбах на 50 мл, які заповнюють відповідно до таблиці.

	Реактив
	Робоча проба, мл
	Дослідна проба, мл

	Крохмальний субстрат
	5
	5

	Інкубація в термостаті 5 хв при 370С

	Сироватка крові
	-
	0,1

	Перемішування, інкубація в термостаті 7,5 хв при 370С

	Сироватка крові
	0,1
	-

	Робочий розчин йоду
	5
	5


Об΄єм реакційних сумішей у колбочках доводять дистильованою водою до 50 мл і відразу вимірюють екстинкцію розчинів при червоному світлофільтрі (довжина хвилі 630 -    690 нм) у кюветі товщиною 10 мм проти дистильованої води (контроль).

Розрахунок
     Ер - Ед
  Дк =                       · 2 · 80,

          Ер
де Дк – діастаза крові (мг/мл · год або г/л · год);

Ер – екстинкція робочої проби;

Ед – екстинкція дослідної проби;

2 – кількість крохмалю, внесеного у робочу і дослідну проби, мг;

80 – коефіцієнт перерахунку на 1 мл сироватки і 1 год інкубації.

Клініко-діагностичне значення. Визначення активності    α-амілази крові використовується у клінічній практиці з метою діагностики захворювань підшлункової залози. У нормі активність амілази у крові дорівнює 12-30 мг/мл·год (або г/л·год). При гострих панкреатитах активність ферменту підвищується у 10-30 разів, особливо у першу добу від початку захворювання, потім поступово нормалізується. При хронічних 

панкреатитах, раку підшлункової залози активність  ферменту незначно підвищується. Деяке зростання активності амілази може супроводжувати паротит у дітей.
 Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


У хворого з гострим панкреатитом у крові та сечі різко підвищена активність одного із зазначених ферментів, що підтверджує діагноз. Назвіть цей фермент.


А. α-амілаза.


В. Пепсин.


С. Дипептидаза.


D. Сахараза.


Е. Лактаза.

Завдання 2
Після відкриття нового складного ферменту Е було розроблено методику визначення його активності. В основу цієї методики могли бути покладені принципи визначення активності ферментів, які подані нижче, крім:


А. Визначення концентрації субстрату в ході реакції.


В. Визначення зміни концентрації продуктів у ході реакції.


С. Створення оптимальних умов реакції (рН, t0С, наявність коферменту в середовищі).


D. Визначення концентрації ферменту.


Е. Використання високих концентрацій субстрату, які не лімітують проходження реакції.

Завдання 3

У слині міститься фермент, здатний руйнувати ά-1,4-глікозидні зв'язки у молекулі крохмалю. Назвіть цей фермент.

А. α-амілаза.


В. Фосфатаза.


С. Фруктофуранозидаза.

     D. β-Галактозидаза.


Е. Лізоцим.

Відповіді: 1-А, 2- D, 3-А.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Реактиви для визна-чення активності амі-лази в сироватці крові, хім. посуд, фотоелек-троколориметр
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Визначення активності ферментів, дослідження механізму їх дії”













Заняття 7

Тема. ВИВЧЕННЯ КІНЕТИКИ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛІЗУ. ДОСЛІДЖЕННЯ РОЛІ КОФАКТОРІВ ТА КОФЕРМЕНТНИХ ВІТАМІНІВ У ПРОЯВІ КАТАЛІТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ ФЕРМЕНТІВ

Актуальність теми. Однією з характерних рис життя є здатність живих організмів кінетично регулювати хімічні реакції, пригнічуючи намагання до досягнення термодинамічної рівноваги. Ферментативна кінетика досліджує закономірності впливу різних факторів на швидкість реакції. Вивчення кінетики ферментативних реакцій дає інформацію для з’ясування молекулярних механізмів дії ензимів, передбачення ймовірності, напрямку і швидкості реакцій.


Мета загальна – уміти пояснювати основні кінетичні закономір-ності перебігу ферментативних реакцій, роль кофакторів різної природи в дії ензимів.


Конкретні цілі, уміти: 
1 Зображати і пояснювати графіки залежності перебігу фермен-тативних реакцій від концентрації ферменту, субстрату, рН і температури.

2 Трактувати роль вітамінів та їх біологічно активних похідних у механізмах ферментативного каталізу.

3 Пояснювати механізм утворення множинних форм ферментів і переваги визначення ізоферментів у біооб’єктах.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 103-108.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 120-121, 134-138.
3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 67–69, 83–88.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. –    С. 81-90.

Теоретичні питання

1 Кінетика ферментативних реакцій: залежність швидкості ре​​​акцій від концентрації ферменту,  субстрату,  рН та температури. 

2 Константа Міхаеліса-Ментен, її смислове значення. Обробка рівняння Міхаеліса-Ментен за методом подвійних зворотних величин – рівняння Лайнуївера-Берка. 

3 Використання Кm для характеристики активності ферментів і передбачення можливості перебігу метаболічних процесів у клітині.

4 Ізоферменти – множинні молекулярні форми білків, результат експресії різних генетичних локусів.
На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи 1

1 Готують 8 пробірок, маркують їх по порядку від 1 до 8.

2 У всі пробірки вносять субстрат і активатор амілази.

3 У першу пробірку вносять амілазу (яка міститься в сечі) і розводять фермент у геометричній прогресії.

4 Пробірки інкубують 30 хв при t0 = 380C.

5 Активність амілази визначають за якісною реакцією з йодом.

1 Методика проведення експерименту. Визначення активності амілази в сечі за методом Вольгемута

Принцип методу: метод ґрунтується на визначенні мінімальної кількості амілази, яка здатна розщепити задану кількість крохмалю протягом певного часу за стандартних умов. За одиницю активності діастази взята кількість, мл, 0,1% розчи-ну крохмалю, яку може розщепити амілаза в 1 мл сечі при 370С за 30 хв.

Хід роботи: у 8 пробірок вносять по 1 мл 0,85% розчину NаСl. У першу пробірку додають 1 мл сечі, перемішують, відбирають 1 мл цієї суміші і переносять у другу пробірку. Вміст другої пробірки також перемішують, відбирають 1 мл суміші і переносять у третю пробірку і т.д. З останньої пробірки 1 мл суміші виливають для зрівняння об΄ємів у всіх пробірках. Отримують ряд розведень сечі, де концентрація ферменту в кожній наступній пробірці вдвічі менша, ніж у попередній (розведення сечі у 2, 4, 8, 16 і т.д. разів). Далі у кожну пробірку додають по 2 мл розчину крохмалю, перемішують і ставлять на 30 хв у термостат при 370С. Після інкубації у кожній пробірці проводять реакцію з йодом. Позначають останню пробірку в ряду, де спостерігається жовте забарвлення з йодом (тобто крохмаль розщепився).

Результати вносять до таблиці.

	Показник
	Пробірка

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Розведення сечі
	
	
	
	
	
	
	
	

	Кількість 0,1% розчину крохмалю
	
	
	
	
	
	
	
	

	Результат йодної проби
	
	
	
	
	
	
	
	


Розрахунок виконують за формулою

Х = 1· 2 · розведення сечі, 

де 1 – кількість сечі, мл;

2 – кількість 0,1% розчину крохмалю.

Клініко-діагностичне значення. Визначення активності    α-амілази у сечі використовують у клініці для діагностики захворювань підшлункової залози. Амілаза – один із екскреторних ферментів, які всмоктуються у кров з тонкого кишечника і виділяються із сечею як низькомолекулярні білки. Нормальні значення активності α-амілази сечі (діастази), яка визначена за Вольгемутом, варіюють у межах 16-64 одиниці. 

При гострих панкреатитах активність діастази у сечі різко збільшується. При нирковій недостатності амілаза в сечі відсутня.

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

У відділення реанімації прийнятий хворий 47 років з діагнозом інфаркт міокарда. Яка з фракцій лактатдегідрогенази (ЛДГ) буде переважати в сироватці крові протягом перших двох діб?

А. ЛДГ 4.

В. ЛДГ 2.

С. ЛДГ 3.

D. ЛДГ 1.

Е. ЛДГ 5.

Завдання 2


При ентеробіозі призначають акрихін - структурний аналог вітаміну В2. Порушення синтезу яких ферментів у мікроорганізмів спричиняє цей препарат?

А. Цитохромоксидаз.

В. ФАД-залежних дегідрогеназ.

С. Пептидаз.

D. НАД-залежних дегідрогеназ.

Е. Амінотрансфераз.

Завдання 3


При підвищенні температури вище 500С швидкість ферментативної реакції:

А. Значно збільшується.

В. Незначно збільшується.

С. Не змінюється.

D. Незначно зменшується.

Е. Різко зменшується.

Завдання 4

При якому значенні рН аргіназа максимально активна?

А. 1-2.

В. 5-6.

С. 7.

D. 6-8.

Е. 10-11.

Завдання 5


Діагностичним тестом при гострих панкреатитах є визначення в сечі активності такого ферменту:

А. Амілази.

В. Лактатдегідрогенази.

С. Креатинкінази.

D. Альдолази.

Е. Аланін-амінопептидази.

Завдання 6


Під час вивчення властивостей ферменту до системи фермент-субстрат було додано невідому речовину. В результаті константа Міхаеліса збільшилася в 2 рази. Яке явище мало місце?

А. Конкурентне інгібування.

В. Неконкурентне інгібування.

С. Безконкурентне інгібування.

D. Алостерична активація.

Е. Незворотне інгібування.

Завдання 7

При визначенні активності амілази в сечі за методом Вольгемута отримали такі результати

	Показник
	Пробірка

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Розведення сечі
	2
	4
	8
	16
	32
	64
	128
	256

	Результат йодної проби (+ -позитивний)
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+



Зробіть розрахунок активності амілази за формулою 


Х = 1·2·розведення сечі (одиниць).

1 Який висновок про активність цього ферменту в сечі ви зробите?

А. Активність у межах норми.

В. Активність нижче норми.

С. Активність вище норми.

2 Який діагноз можна припустити?

А. Рак підшлункової залози.

В. Хронічний панкреатит.

С. Ниркова недостатність.

D. Гострий панкреатит.

Відповіді: 1-D, 2-В, 3-Е, 4-Е, 5-А, 6-А, 7.1-С, 7.2-D.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати лабораторний дослід.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	20
	Довідкові дані
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	45
	Реактиви, хім. посуд для визначення вмісту амілази в сечі, фото-електроколориметр
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Набір тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Вивчення кінетики ферментативного каталізу. 

Дослідження ролі кофакторів та коферментних вітамінів у прояві каталітичної активності ферментів”



Заняття 8

Тема. ВИВЧЕННЯ РЕГУЛЯЦІЇ ФЕРМЕНТАТИВНИХ ПРОЦЕСІВ ТА АНАЛІЗ МЕХАНІЗМІВ ВИНИКНЕННЯ ЕНЗИМОПАТІЙ. МЕДИЧНА ЕНЗИМОЛОГІЯ


Актуальність теми. Перебіг метаболічних процесів, їх скоор-динованість, напрямок та ефективність забезпечуються насамперед існуванням регуляторних механізмів на молекулярному рівні - на рівні функціонування ферментів. Існують певні шляхи і механізми регуляції ферментативних процесів в організмі. Їх знання та вміле використання при аналізі механізмів виникнення патологічних процесів є важливим елементом формування фундаментальних знань майбутнього лікаря. Вивчення біохімічних аспектів медичної ензимології дозволяє створити цілісне уявлення про можливі ензимопатії, їх діагностику та лікування.


Мета загальна - уміти пояснювати основні шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів та механізми виникнення, біохімічні зміни і підходи до лікування основних ензимопатій.


Конкретні цілі, уміти:

1 Використовувати знання про шляхи і механізми регуляції фермен-тативних процесів при поясненні регуляції перебігу конкретних процесів обміну речовин.

2 Визначати активність холінестерази в сироватці крові та вміти інтерпретувати результати досліджень.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 108–114.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 138-147.
3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 86–92, 98–102.

Теоретичні питання

1 Регуляція ферментативних процесів. Інгібітори та активатори. Зворотне (конкурентне та неконкурентне) і незворотне  інгібування ферментів. Фізіологічно  активні сполуки та ксенобіотики як зворотні та незворотні інгібітори ферментів.
2 Шляхи та механізми ре​​​гуляції ферментативних процесів: 
а) регуляція каталітичної активності: алостеричні взаємодії у ферментах; ковалентна модифікація ферментів; протеолітич-на активація, дія регуляторних білків-ефекторів (кальмоду-ліну, протеїназ, про​​​теїназних інгібіторів), клмпартментація ферментативних процесів.  Циклічні нуклеотиди як регуля-тори фер​​​ментативних реакцій та біологічних функцій клітини; 
б) зміна концентрації ферментів у клітині.

3 Ізоферменти в ензимодіагностиці, тканинна специфічність розподілу ізоферментів. 
4 Основні аспекти сучасної ензимодіагностики. Клітинні, сек–реторні та екскреторні ферменти. Застосування ензимодіаг–ностики в кардіології, гепатології, нефрології, урології, онкології, пульманології, ортопедії тощо. 
5 Порушення перебігу  ферментативних  процесів:  природжені (спадкові) та набуті ензимопатії, уроджені вади метаболізму, їх клініко-лабораторна діагностика. 

6 Ензимотерапія – використання ферментів як лікарських засобів. 
На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторних робіт та методикою їх проведення.

Алгоритм лабораторної роботи 1
1 Маркують 3 пробірки – контрольну і дві дослідних.

2 Заповнюють пробірки відповідно до ходу роботи зі встановленням впливу активаторів та інгібіторів на активність амілази слини.

3 Інкубують пробірки у термостаті протягом 10 хвилин при t=380С.

4 Після інкубації у всіх пробірках проводять якісну пробу на крохмаль з розчином Люголя.

5 Спостерігають забарвлення, за яким визначають наявність у пробірці активатора чи інгібітора амілази.

6 Результати заносять до таблиці й роблять висновок про дію активаторів та інгібіторів на активність ензиму.
Методика проведення експерименту.

1 Вплив активаторів та інгібіторів на активність амілази слини
Принцип методу: активуючий вплив хлориду натрію та інгібуючу дію сульфату міді на активність амілази слини визначають за ступенем розщеплення крохмалю, про що свідчать результати реакції з йодом.
Хід роботи:  у три пробірки вносять по 1 мл слини, яка розведена у 5 разів (до 1 мл слини потрібно додати 4 мл води). У першу пробірку вливають 2 краплі води (контроль), у другу – 2 краплі 1% розчину хлориду натрію, у третю – 2 краплі 1% розчину сульфату міді. У кожну пробірку додають по 5 крапель 1% розчину крохмалю. Всі пробірки витримують у термостаті протягом 10 хвилин при температурі 38°С. Після інкубації у 
кожну пробірку додають по 2 краплі розчину Люголя, перемішують, спостерігають забарвлення, за яким визначають наявність у пробірці активатора чи інгібітора. Можна додати у кожну пробірку по 1-2 краплі води – забарвлення буде більш виразним. Результати досліду записують у таблицю і роблять висновки.
	Вміст пробірок
	№ Пробірки

	
	1
	2
	3

	Слина
	
	
	

	1% NaCl
	
	
	

	1% CuSO4
	
	
	

	Крохмаль
	
	
	

	Забарвлення з йодом
	
	
	


Алгоритм лабораторної роботи 2
2 Підготовка проб згідно з ходом роботи з визначення активності холінестерази в сироватці крові.
3 Інкубація сумішей у термостаті при t0С 370С.
4 Використання ФЕКу для визначення оптичної густини.
5 Розрахунок значення активності ферменту за калібрувальним графіком.

Методика проведення експерименту.

2 Визначення активності холiнестерази в сироватцi кровi

Принцип методу: під дією холінестерази відбувається гідроліз ацетилхолінхлориду до оцтової кислоти та холіну. Оцтова кислота спричиняє зменшення рН розчину, що призводить до зміни забарвлення індикатора. Прозерин є інгібітором холінестерази.

Хід роботи:  контрольну і дослідну пробірки заповнюють відповідно до нижченаведеної таблиці.
	Реактиви
	Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	Буферний розчин

Н2О (дист.)
Сироватка крові

Ацетилхолінхлорид

Прозерин


	5

0,2

0,1

0,2

-
	5

0,2

0,1

0,2

0,2

	Інкубація 30 хв при 370С

	Прозерин
	0,2
	-

	Охолодження до кімнатної температури. Вимірюють оптичну густину дослідної проби проти контролю на ФЕКу (довжина хвилі дорівнює 500-560 нм, кювета з товщиною шару 0,5 см)


Розрахунок необхідно проводити за калібрувальним графіком. Активність холінестерази виражають у мікромолях оцтової кислоти, яка утворюється при інкубації 1 мл сироватки протягом 1 год при 370С (мкмоль/год · мл).

Клініко-діагностичне значення. У нормі активність холін-естерази становить 160-340 мкмоль/год∙мл. Оскільки холінесте-

раза синтезується у печінці, гіпохолінестераземія спостеріга-ється при захворюваннях печінки (злоякісних пухлинах, гострих та хронічних гепатитах), а також при кахексії, інфаркті міокарда, отруєннях фосфороорганічними сполуками. Підвищення активності холінестерази буває при гіпертонічній хворобі, виразці шлунка. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


У медичній практиці широко використовують інгібітори деяких ферментів як специфічні препарати для лікування багатьох захворювань. Для кожного ферменту назвіть відповідний інгібітор.


Фермент




Інгібітор
А. Карбоангідраза.




1 Діакарб.

В. Протеолітичні ферменти.


             2 Контрикал.

С. Дегідрогеназа ацетальдегіду.


3 Антабус.








4 Тразизол.

Відповіді:        А - 1;

                          В - 2, 4;



С - 3.

Завдання 2


Для лікування яких захворювань використовують інгібітори, які зазначені в завданні 1?

А. Асцити, ураження нирок, набряки.


В. Алкоголізм.


С. Панкреатит.

Відповіді:        А – 1.
                          В – 3.


С - 2, 4.

Завдання 3


В експерименті та клінічній практиці з лікувальною метою використовують коферменти. При яких захворюваннях можуть бути використані такі коферменти?


Кофермент:



Захворювання:

А. Тіамінпірофосфат.


             1 М’язова дистрофія.

В. АТФ.




2 Кон’юнктивіти.

С. ФМН.




3 Кератити.







4 Інфаркт міокарда.







5 Променева хвороба.

Відповіді:        А – 4.


В - 1, 4, 5.


С - 2, 3.

Завдання 4

З сироватки крові людини виділили п′ять фзоферментних форм лактатдегідрогенази і вивчили їх властивості. Яка властивість доводить, що виділені ізоферментні форми одного і того ж ферменту?
А. Однакова електрофоретична рухливість.

В. Тканинна локалізація.

С. Каталізують одну і ту ж реакцію.

D. Однакова молекулярна маса.

Е. Олнакові фізико-хімічні властивості.
Відповідь: С.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Хім. посуд, фотоелек-троколориметр, сиро-ватка крові, хімічні реактиви для визна-чення активності холінестерази в крові
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Вивчення регуляції ферментативних процесів та аналіз механізмів виникнення ензимопатій, медична ензимологія”






Заняття 9

Тема. ОБМІН РЕЧОВИН ТА ЕНЕРГІЇ. ВИВЧЕННЯ СТАДІЙ АЕРОБНОГО КАТАБОЛІЗМУ ТА ТКАНИННОГО ДИХАННЯ


Актуальність теми. За рахунок перетворення органічних сполук, яке відбувається в живих організмах, і обміну речовин та енергії з навколишнім середовищем підтримується термодинамічно стаціонарний стан біологічних систем і життєдіяльність клітин.


Процеси катаболізму та анаболізму поєднані через макроергічні сполуки, які утворюються в тканинному диханні, що забезпечує передачу хімічної енергії від екзергонічних до ендергонічних процесів, а також перетворення її в інші види енергії (механічну, теплову та ін.).


Мета загальна - уміти пояснювати основні закономірності пере-бігу обміну речовин, характеризувати стадії аеробного катаболізму біомолекул, основні метаболічні шляхи та механізми їх регуляції.


Конкретні цілі, уміти: 
1. Трактувати загальні закономірності обміну речовин: катаболічні, анаболічні, амфіболічні шляхи метаболізму.

2. Характеризувати екзергонічні та ендергонічні біохімічні реакції.

3. Характеризувати типи реакцій біологічного окиснення, зображувати схеми реакцій. 

4. Пояснювати роль АТФ та інших макроергічних фосфатів у поєднанні процесів анаболізму і катаболізму.

5. Характеризувати стадії аеробного катаболізму біомолекул.

6. Пояснювати біохімічні механізми регуляції процесів катаболізму та анаболізму.

7. Пояснювати методи вивчення обміну речовин.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 115–125.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 148-160.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 244–264.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -    С. 111-119.

Теоретичні питання

1 Загальні закономірності обміну речовин; катаболічні, ана​​​болічні та амфіболічні шляхи метаболізму. 

2 Взаємозв’язок процесів утворення та споживання енергії в живих системах.

3 Екзергонічні та ендер​​​гонічні біохімічні реакції; роль АТФ та інших макроергічних фос​​​фатів у поєднанні  процесів, що проходять з вивільненням та запасанням енергії. 
4 Стадії катаболізму біомолекул в організмі.  

5 Внутрішньоклітинна локалізація ферментів та метаболічних шляхів,  компартменталізація метаболічних процесів у клітині.  

6 Ме​​​тоди вивчення обміну речовин.

7 Біологічне окиснення та тканинне дихання. Реакції біологічного окиснення: типи реакцій (дегідрогеназні, оксидазні, оксигеназні) та їх біологічне значення.
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Макроергічними зв’язками називають:

А. Хімічні зв’язки, на утворення яких потрібно багато енергії.

В. Зв’язки, що входять до складу вуглеводів, ліпідів і білків.

С. Хімічні зв’язки, при розриві яких виділяється 40 кДж енергії.

D. Зв’язки, при гідролізі яких виділяється 15 кДж енергії.

Е. Зв’язки, що утворені вугільною кислотою.

Завдання 2


Енергія макроергічних зв’язків використовується для всіх процесів, крім:

А. Біосинтезу речовин.

В. Механічної роботи.

С. Активного транспорту іонів.

D. Транспорту сечовини, гліцерину.

Е. Генерації нервового імпульсу.

Завдання 3


Центральним проміжним продуктом усіх обмінів (білків, ліпідів, вуглеводів) є:

А. Сукциніл-КоА.

В. Ацетил-КоА.

С. Оксалоацетат.

D. Лактат.

Е. Цитрат.

Завдання 4


При підвищенні функції щитовидної залози спостерігається втрата ваги та підвищення температури тіла. Які біохімічні процеси при цьому активуються?

А. Катаболізм.

В. Анаболізм.

С. Неоглюкогенез.

D. Ліпогенез.

Е. Стероїдогенез.

Завдання 5


Для нормального метаболізму клітинам необхідні макроергічні сполуки. Що належить до макроергів?

А. Креатинфосфат.

В. Креатин.

С. Креатинін.

D. Глюкозо-6-фосфат.

Е. Аденозинмонофосфат.

Завдання 6

Яка з речовин є кінцевим продуктом дії аеробних дегідрогеназ?

А. Вільний кисень.

В. Вода.

С. Пероксид водню.

D. Пероксид водню, вода.

Е. Супероксидний радикал.

Завдання 7

Лактатдегідрогеназа каталізує реакцію відновлення піровіноградної кислоти до лактату, з участю НАДН2. До якого підкласу ферментів відноситься цей ензим?

А. Аеробні дегідрогенази.

В. Анаеробні дегідрогенази.

С. Оксидази.

D. Пероксидази.

Е. Монооксигенази.

Відповіді: 1-С, 2- D, 3-В, 4-А, 5-А, 6-С, 7-В.
Завдання 8
Заповніть таблицю “Типи реакцій біологічного окиснення”

	№
	Тип реакції
	Клас, підклас ферменту
	Кофермент, кофактор
	Схема реакції
	Приклад ферменту

	
	
	
	
	
	


Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	65
	Довідкові дані
	Навчальна аудиторія

	2 Тестовий контроль
	10
	Набір тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту “Крок-1”
	

	3 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Обмін речовин та енергії. Вивчення стадій аеробного катаболізму та тканинного дихання”


















Заняття 10

Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ ФУНКЦІОНУВАННЯ 

РЕГУЛЯЦІЇ ТА ЕНЕРГЕТИЧНОГО БАЛАНСУ ЦИКЛУ ЛИМОННОЇ КИСЛОТИ


Актуальність теми. Функціонування клітин організму забезпечу-ють метаболічні перетворення, які включають анаболізм і катаболізм сполук. Цикл лимонної кислоти (ЦЛК) є загальним шляхом катабо-лізму основних паливних молекул - вуглеводів, ліпідів, білків. Це один із фундаментальних процесів метаболізму, порушення якого несумісне з життям. Тому вивчення цього процесу є обов’язковим під час формування основ біохімічних знань майбутнього лікаря.


Мета загальна - уміти характеризувати біологічну роль, реакції, ферменти і регуляцію ЦЛК.


Конкретні цілі, уміти: 
1 Писати хімічні формули інтермедіатів ЦЛК.

2 Знати розрахунок енергетичного балансу ЦЛК.

3 Знати регуляторні механізми, що забезпечують роботу ЦЛК.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 137-142.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 175-181.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 314–323.

Теоретичні питання

1 Загальна характеристика циклу лимонної кислоти: схема  функціонування, послідовність реакцій, характеристика ферментів, біохімічне значення. 

2 Ферментативні реакції циклу лимонної кислоти. Особливості функціонування (-кетоглутаратдегідрогеназного мультиен-зимного комплексу.

3 Реакція субстратного фосфорилювання в циклі лимонної кислоти. Сумарний баланс молекул АТФ (енерге​​​тичний  баланс), що утворюються при функціонуванні циклу.  

4 Анаплеротичні та амфіболічні реакції циклу лимонної кислоти.

5 Регуляція ЦЛК: регуляторні ферменти, активатори, інгібітори.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Назвіть кількість молекул НАД, що відновлюються в одному ЦЛК:

А. 1.

В. 2.

С. 3.
D. 4.

Е. 5.
Завдання 2


Назвіть кількість молекул АТФ, що утворюються в одному ЦЛК:

А. 1.

В. 3.

С. 6.

D. 12.

Завдання 3


Зазначте енергетичний баланс (кількість молекул АТФ) одного ЦЛК з урахуванням окисного фосфорилювання:


А. 1.

В. 6.

С. 12.

D. 24.

Е. 38.

Завдання 4


Який із названих коферментів не бере участі у функціонуванні ЦЛК?


А. ТПФ.

В. НАД.

С. Біотин.

D. Ліпоєва кислота.

Е. ФАД.

Завдання 5


Який із названих ферментів ЦЛК не належить до регуляторних?


А. α-кетоглутаратдегідрогеназа.


В. Ізоцитратдегідрогеназа.


С. Аконітаза.


D. Цитратсинтаза.


Е. Сукцинатдегідрогеназа.

Завдання 6


Назвіть кількість молекул ФАД, що відновлюються в одному ЦЛК:

А. 1.

В. 2.

С. 3.
D. 4.

Е. 5.

Відповіді: 1-С, 2-А, 3-С, 4-С, 5-С, 6-А.
Завдання 6

Заповніть таблицю “Реакції ЦЛК”.

	Пор. номер
	Субстрат (структура)
	Фермент
	Продукт (структура)
	Кофермент
	Регуляція

	
	
	
	
	
	активатори
	інгібітори

	
	
	
	
	
	
	


Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, які стосуються теми заняття і мають вигляд усного опитування.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	65
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	3 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження функціонування, регуляції та енергетичного балансу циклу лимонної кислоти”


Заняття 11

Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ БІОЛОГІЧНОГО ОКИСНЕННЯ, ОКИСНОГО ФОСФОРИЛЮВАННЯ ТА СИНТЕЗУ АТФ


Актуальність теми. Життя вищих організмів повністю залежить від надходження в організм кисню, який використовується в основному у процесі акумуляції клітиною енергії у вигляді АТФ - окисного фосфорилювання. Окисне фосфорилювання дозволяє аеробним організмам вловлювати значну кількість потенціальної вільної енергії окиснення субстратів. Порушення нормального перебігу цього процесу не сумісне з життям, тому кількість генетичних порушень, які пов’язані з  цією системою, незначна.


Мета загальна - уміти тлумачити поняття “тканинне дихання”, біологічне окиснення, окисне фосфорилювання і пояснювати біохімічні основи процесів генерації енергії у клітині.


Конкретні цілі, уміти: 
1 Трактувати роль біологічного окиснення, тканинного дихання та окисного фосфорилювання в генерації АТФ за аеробних умов.

2 Характеризувати ферменти біологічного окиснення в мітохондріях: піридин-, флавінзалежні дегідрогенази, цитохроми.

3 Зображати послідовність переносників мітохондріального ланцюга транспорту електронів і пояснювати принципи його функціонування.

4 Пояснювати механізми поєднання окиснення з процесом акумулювання енергії у макроергічних зв’язках АТФ.

5 Розраховувати коефіцієнт окисного фосфорилювання.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 125–132.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 160-167.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 263–271.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 119-130.

Теоретичні питання

1 Шляхи синтезу АТФ у клітинах: субстратне та окисне фосфорилювання. Утворення АТФ у клітинах за  анаеробних та аеробних умов. 

2 Ферменти біологічного окислення в мітохондріях: піридин-,  флавінзалежні дегідрогенази,  цитохроми. 

3 Молекулярна організація  мітохондріального ланцюга біологічного окислення: компоненти ди​​​хального ланцюга як окисно-відновні пари кофакторів, їх редокс-потенціали; молекулярні  комплекси  внутрішніх мембран мітохондрій.

4 Шляхи включення відновлювальних еквівалентів у дихальний ланцюг мітохондрій.

5 Окисне фосфорилювання. Коефіцієнт окисного фосфорилю-вання, пункти спряження окиснення та фосфорилювання.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Використовують розведену у 1000 разів кров.

2 Готують дві проби - контрольну і дослідну згідно з методикою проведення.

3 Після інкубації розчини титрують.

4 Розраховують каталазне число крові за наданою формулою, роблять висновки про відповідність отриманих результатів референтним значенням.

Методика проведення експерименту

1 Визначення активності каталази крові 
Принцип методу: активність каталази крові встановлюють за кількістю розкладеного пероксиду водню за одиницю часу. Кількість пероксиду водню визначають титрометричним методом згідно з реакцією

2КмnO4 + 5H2O2 + 4H2SO4  →  2KHSO4 + 2MnO4 + 8H2O + 5O2.

Різниця кількості КМnO4, який використали  на титрування до і після дії каталази, характеризує активність ферменту. Більш об΄єктивною одиницею є показник каталази, а не каталазне число, оскільки фермент виявляється майже виключно в еритроцитах (див. КДЗ).

Хід роботи: розведення крові у 1000 разів: у мірну колбу ємністю 100 мл наливають 10 мл дистильованої води і додають 0,1 мл крові. Перемішують, доливають дистильованої води до мітки (1 мл гемолізату містить 1 мкл крові). 

У дві колбочки вливають по 1 мл розведеної крові, додають по 7 мл дистильованої і по 2 мл 1% розчину пероксиду водню. У контрольну пробу (перша колбочка) відразу ж наливають 5 мл 10% розчину сірчаної кислоти (дія каталази в кислому середовищі припиняється). Колбочки залишають при кімнатній температурі на 30 хв, періодично перемішуючи. Потім у другу колбочку (дослід) доливають 5 мл 10% розчину Н2SО4. Вміст кожної колбочки титрують 0,1 н розчином КМnО4 до рожевого кольору. Розраховують каталазне число (КЧ) за формулою

КЧ = (А-В) · 1,7,

де А – кількість 0,1 н КМnО4, яка використана на титрування контрольної проби;

В - кількість 0,1 н КМnО4, яка використана на титрування дослідної проби.

Примітка. Грам-еквівалент Н2О2 = 17 г.
Отже, в 1 мл 0,1 н розчину міститься 1,7 мг Н2О2. Оскільки 

1 мл 0,1 н КМnО4 еквівалентний 1 мл 0,1 н Н2О2, то, помноживши 1,7 мг на різницю між кількістю КМnО4, затраченою на титрування контрольної і дослідної проб, отримують  кількість міліграмів Н2О2, яка розщеплюється в        1 мкл крові, тобто безпосередньо каталазне число.

 Клініко-діагностичне значення. У нормі КЧ коливається від 10 до 15 одиниць. Каталаза (Н2О2:Н2О2-оксидоредуктаза) 
розщеплює пероксид водню з утворенням молекулярного кисню і води:                                   

                                        Каталаза

     2Н2О2                                 О2 + 2Н2О.

Простетична група каталази побудована за типом гему гемоглобіну. Цей фермент міститься у всіх тканинах організму, але найбільш активний він в еритроцитах і печінці. Біологічна роль каталази полягає в знешкодженні пероксиду водню, який утворюється в процесі окисно-відновних реакцій в організмі. Активність каталази виражають каталазним числом і показником каталази. Каталазним числом називається кількість міліграмів пероксиду водню, яка розкладається каталазою в       1 мкл крові за 30 хв. Показником каталази називають дріб, у якому чисельником є каталазне число, а знаменником – число мільйонів еритроцитів в 1 мкл досліджуваної крові. Активність каталази знижується при анемії, туберкульозі, ракових захворюваннях; підвищується за умов токсичного гепатиту, дії іонізувального випромінювання, солей важких металів.

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи. 

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


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

А. Тканинного дихання.

В. Синтезу гемоглобіну.

С. Транспорту кисню гемоглобіном.

D. Синтезу сечовини.

Е. Транспорту водню за допомогою малат-аспартатного механізму.
Завдання 2


Як називається процес синтезу АТФ, що відбувається спільно з реакціями окиснення за участю системи дихальних ферментів мітохондрій?

А. Окисне фосфорилювання.

В. Субстратне фосфорилювання.

С. Вільне окиснення.

D. Фотосинтетичне фосфорилювання.

Е. Відновлювальне фосфорилювання.

Завдання 3


До складу дихального ланцюга входять усі нижчеперелічені речовини, за винятком:

А. НАД, ФМН.
В. Залізо-сірчаних білків.

С. Убіхінону.

D. Пірувату.

Е. Цитохроми.

Завдання 4


Коферментом НАДН2-дегідрогенази в дихальному ланцюзі є:

А. ФАД.

В. НАД+.

С. ПАЛФ.

D. ФМН.

Е. НАДФ.

Завдання 5


Вилучення енергії від субстратів тканинного дихання в дихальному ланцюзі відбувається за рахунок:

А. Розщеплення субстратів до СО2 і Н2О.

В. Зростання окисно-відновного потенціалу компонентів дихального ланцюга.

С. Перенесення електронів по дихальному ланцюгові.

D. Перетворення енергії відщеплених електронів у протонний потенціал внутрішньої мембрани мітохондрій.

Е. Відновлення кисню до води.

Відповіді: 1-А, 2-А, 3-D, 4-D, 5-D.
Завдання 6
Заповніть таблицю “Ферменти біологічного окиснення в мітохондріях”

	№
	Тип ферменту
	Кофермент, кофактор
	Схема реакції
	Приклад

	
	
	
	
	


Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати лабораторний дослід.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	20
	Довідкові дані
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	45
	Реактиви, хімічний посуд для визначення активності каталази крові
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Набір тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження біологічного окиснення, окисного фосфорилювання та синтезу АТФ”

















Заняття 12

Тема. ЗАСВОЄННЯ ПРИНЦИПІВ ХЕМІОСМОТИЧНОЇ ТЕОРІЇ. АНАЛІЗ МЕХАНІЗМУ ДІЇ ІНГІБІТОРІВ ТА РОЗ’ЄДНУВАЧІВ ОКИСНОГО ФОСФОРИЛЮВАННЯ

Актуальність теми. Основним процесом генерації АТФ у клітині є процес окисного фосфорилювання (ОФ), який відбувається за участю дихального ланцюга мітохондрій. Про важливість цього процесу свідчить той факт, що порушення функціонування дихального ланцюга призводить до гіпоенергетичних станів, а в деяких випадках - до загибелі клітин. Тому вивчення механізмів ОФ, інгібування та роз’єднання процесу є актуальним для формування основ біохімічних знань щодо енергетичного обміну в клітинах організму.


Мета загальна - уміти пояснювати механізми окисного фосфорилювання, вплив інгібіторів та роз’єднувачів на продукцію енергії в клітині.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати основні положення хеміосмотичної теорії Мітчела.

2 Знати основні інгібітори ОФ та ділянки їх дії.

3 Знати механізм дії роз’єднувачів, конкретні приклади сполук, процес роз’єднання в бурій жировій тканині.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 132-136.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 167-174.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 271–283.

Теоретичні питання

1 Хеміосмотична теорія окисного фосфорилю​​​вання – молеку–лярний механізм генерації АТФ у процесі біологічного окиснення: основні положення. 

2 АТФ-синтетаза мітохондрій, будова та принципи функціону-вання. FО- та F1- субодиниці АТФ-синтетази, їх функціональ-не значення. 

3 Умови ефективного поєднання окиснення та фосфорилю-вання в мітохондріях. Інгібітори транспорту електронів (ротинон, амітал, антиміцин А, ціаніди, монооксид вуглецю). 

4 Роз’єднувачі окисного фосфорилювання (2,4-динітрофенол, гормони щитовидної залози, вільні жирні кислоти), їх біомедичне значення. 
5 Роль бурої жирової тканини у термогенезі. 
6 Регуляція тканинного дихання й окисного фосфорилювання. Дихальний контроль.
7 Порушення син​​​тезу АТФ в умовах дії на організм людини патогенних факторів хі​​​мічного, біологічного та фізичного походження.
8 Мікросомальне окиснення: цитохром Р450, молекулярна організація ланцюга.
9 Активні форми кисню і механізми їх інактивації.
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Судмедексперт під час розтину тіла 20-річної дівчини встановив, що смерть настала внаслідок отруєння ціанідами. Активність якого ферменту найбільшою мірою гальмується ціанідами?

А. Малатдегідрогенази.

В. Цитохромоксидази.

С. Гемсинтази.

D. Аспартат-амінотрансферази.

Е. Карбамоїлфосфатсинтази.

Завдання 2


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

А. Глюкагон.

В. Адреналін і глюкагон.

С. Йодотироніни.

D. Інсулін.

Е. Кортикостероїди.

Завдання 3


При нанесенні стоматологом пероксиду водню на слизову оболонку порожнини рота з’явилась інтенсивна піна. Наявність якого ферменту може спричинити такий ефект?

А. Каталази.

В. Холінестерази.

С. Ацетилтрансферази.

D. Глюкозо-6-фосфатдегідрогенази.

Е. Метгемоглобінредуктази.

Завдання 4


Пацієнт звернувся зі скаргами на напади утрудненого дихання, запаморочення. З’ясувалося, що він працює на хімічному підприємстві з виробництва синильної кислоти. З порушенням функції якого ферменту можуть бути пов’язані зазначені зміни?

А. Цитохромоксидази.

В. Лактатдегідрогенази.
С. Сукцинатдегідрогенази.

D. Каталази.

Е. Піруватдегідрогенази.

Завдання 5


Універсальною біологічною системою окиснення неполярних сполук є мікросомальне окиснення. Назвіть цитохром, який входить до складу оксигеназного ланцюга мікросом:

А. Цитохром Р450.

В. Цитохром а3.

С. Цитохром В.

D. Цитохром с.

Е. Цитохром а.

Завдання 6


За яким типом реакції окиснення відбувається знешкодження 
хвороботворних бактерій та розщеплення сторонніх тіл у лейкоцитах:

А. Пероксидазного.

В. Оксидазного.

С. Оксигеназного.

D. Перекисного.

Е. Анаеробного.

Завдання 7


Призначення дихального ланцюга у мітохондріях:

А. Перетворення речовин і енергії.

В. Окиснення речовин до СО2 і Н2О.

С. Забезпечення клітин НАД+ і ФАД.

D. Перенесення атомів водню із НАДН2 на О2 з утворенням АТФ і Н2О.

Е. Перенесення електронів на цитохроми.

Завдання 8


До складу дихального ланцюга входять всі нижчеперелічені речовини, за винятком:

А. НАД, ФМН.

В. Залізо-сірчані білки.

С. Убіхінон.

D. Піруват.

Е. Цитохроми.

Завдання 9


Субстратами тканинного дихання є всі перелічені речовини, крім:

А. Ізоцитрат.

В. Малат.

С. α-Кетоглутарат.

D. Сукцинат.

Е. Лактат.

Завдання 10


Найбільш енергетичним субстратом дихального ланцюга є:

А. КоQН2.

В. НАДН2.

С. Сукцинат.

D. ФАДН2.

Е. Аскорбат.

Завдання 11


Коферментом НАДН2-дегідрогенази в дихальному ланцюзі є:

А. ФАД.

В. НАД+.

С. ПАЛФ.

D. ФМН.

Е. НАДФ.

Завдання 12


Призначенням бурого жиру в міжлопатковій ділянці новонароджених є:

А. Служити пластичним матеріалом.

В. Служити теплоізоляційним матеріалом.

С. Служити джерелом тепла за рахунок роз’єднання дихання і фосфорилювання.

D. Здійснювати механічний захист тканин і органів.

Е. Джерело для утворення кетонових тіл.

Відповіді: 1-В, 2-С, 3-А, 4-А, 5-А, 6-А, 7-D, 8-D, 9-Е, 10-В, 
                   11-D, 12-С.

Короткі методичні вказівки для роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання  навчальних задач.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, в яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	65
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	3 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Засвоєння принципів хеміосмотичної теорії, аналіз механізму дії інгібіторів та роз’єднувачів окисного фосфорилювання”












Заняття 13

Тема. КОНТРОЛЬ ЗАСВОЄННЯ ЗМІСТОВОГО МОДУЛЯ “ЗАГАЛЬНІ ЗАКОНОМІРНОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ”


Актуальність теми. З вивчення загальних закономірностей обміну сполук в організмі починається засвоєння студентами не лише біохімічних знань, а також методичних прийомів під час вивчення біохімії взагалі. Контроль цих знань є важливим для систематизації інформації і доопрацювання тих тем, які були не повністю засвоєні.


Крім того, важливим елементом контролю є оцінювання прак-тичних навичок, які студенти отримали впродовж тем модуля 1.


Мета загальна - уміти систематизувати і чітко формулювати засвоєний матеріал, використовувати отримані знання для розв’язання ситуаційних задач та інтерпретації показників клініко-лабораторних досліджень крові та сечі. 


Конкретні цілі, уміти:

1 Відповідати чітко і лаконічно на питання теми модуля 1.

2 Зображати хімічні формули 20 стандартних амінокислот, структури пептидів, олігонуклеотидів, нуклеотидів, нуклеозидів, азотистих основ, НАД, ФАД, убіхінону.

3 Пояснювати механізм дії ферментів.

4 Зображати хімічні реакції циклу лимонної кислоти, пояснювати принципи функціонування та механізми регуляції.

5 Зображати структуру дихального ланцюга та пояснювати механізм функціонування.

6 Пояснювати принципи методів і КДЗ відповідних дослідів.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 18–55, 86–142.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 34-77, 115-181.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 15–103, 244–283.

Теоретичні питання

1 Загальна характеристика та біологічні функції білків і пептидів.

2 Амінокислотний склад білків та пептидів: будова, сучасні класифікації, біологічна роль.

3 Фізико-хімічні властивості амінокислот.

4 Сучасні методи визначення амінокислотного складу білків (електрофорез, хроматографія).
5 Рівні структурної організації білків. Хімічні зв’язки в білковій молекулі.

6 Фізико-хімічні властивості білків. Амфотерність. Ізо-електрична точка (рІ).

7 Розчинність білків. Термодинамічна стабільність білкових молекул, денатурація.

8 Методи виділення білків з біооб’єктів, їх фракціонування та аналіз будови.

9 Сучасні класифікації білків. Загальна характеристика простих білків, їх роль.

10  Природні пептиди: класифікація, біохімічна характеристика.

11  Складні білки: класифікація, представники, вміст в організмі людини.

12  Загальна характеристика хромопротеїнів, особливості структури, біологічна роль.

13  Гемопротеїни: міоглобін, гемоглобін, цитохроми. Їх біологічні функції та структурні особливості. Загальна характеристика гемоглобінопатій і таласемій. Нормальний вміст гемоглобіну в крові. 

14  Флавопротеїни: особливості будови та роль в організмі.

15  Глікопротеїни: класифікація, особливості структури, поширення, біологічні функції.

16  Нуклеотиди: будова, структурні компоненти, номенклатура, біологічна роль.

17  Мінорні азотисті основи та нуклеотиди. Вільні нуклеотиди: участь у метаболічних реакціях та їх регуляції.

18  Нуклеїнові кислоти: особливості структурної організації, фізико-хімічні властивості, біологічні функції ДНК і РНК. Експериментальне доведення генетичної ролі ДНК (феномен трансформації).

19  Фізико-хімічні властивості нуклеїнових кислот.
20  Хімічна природа ферментів. Загальна характеристика ферментів як біологічних каталізаторів.

21  Міжнародна класифікація та номенклатура ферментів. Класи ферментів.

22  Хімічна структура ферментів: будова ферментних білків, олі-гомерні білки-ферменти. Функціональні ферментні системи.

23  Кофактори та коферменти: структурна характеристика, властивості, класифікація, зв’язок з вітамінами. Типи реакцій, які каталізують окремі класи коферментів.

24  Механізм дії ферментів: гіпотези ферментативного каталізу Е.Фішера та Д. Кошленда.

25  Механізм дії ферментів: молекулярні механізми ферментативного каталізу.

26  Механізм дії ферментів: стадії ферментативного каталізу, утворення фермент-субстратного комплексу. Термодинаміч-ні закономірності ферментативного каталізу.

27  Кінетика ферментативних реакцій: залежність швидкості реакції від концентрації субстрату, ферменту, рН та температури. Кінетика алостеричних ферментів.

28  Рівняння Міхаеліса – Ментен і графічне зображення його компонентів. Використання Кm для характеристики актив-ності ферментів і передбачення можливості перебігу метабо-лічних процесів у клітині.

29  Загальні принципи та методи визначення одиниці виміру активності та кількості ферментів.

30  Множинні форми ферментів – ізоферменти. Використання ізоферментів для диференціальної діагностики.

31  Регуляція активності ферментів. Активатори, інгібітори. Види інгібування активності ферментів.

32  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: регуляція каталітичної активності ферментів; алостеричні ферменти, ковалентна модифікація ферментів.

33  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: протеолітична активація, дія регуляторних білків – ефекторів, компартментація ферментативних процесів.

34  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: зміна кількості ферментів у клітині. Циклічні нуклеотиди в регуляції ферментативних процесів.

35  Використання ферментів у медицині. Імобілізовані ферменти.

36  Ензимопатії – уроджені (спадкові) вади метаболізму вугле-водів, амінокислот, порфіринів, пуринів.

37  Ензимодіагностика патологічних процесів та захворювань.

38  Ензимотерапія – застосування ферментів, їх активаторів та інгібіторів у медицині.

39  Загальні закономірності обміну речовин: катаболічні, анаболічні та амфіболічні шляхи метаболізму. Анаплеротичні реакції. Стадії катаболізму біомолекул в організмі.
40  Загальна характеристика циклу лимонної кислоти: внутрішньоклітинна локалізація, біологічна роль, схема функціонування.

41  Ферментативні реакції ЦЛК. Анаплеротичні та амфіболічні реакції циклу трикарбонових кислот.

42  Регуляція ЦЛК. Енергетичний баланс ЦЛК. 

43  Екзергонічні та ендергонічні біохімічні реакції. Роль АТФ та інших макроергічних фосфатів у поєднанні з екзергонічними та ендергонічними процесами.
44  Біологічне окиснення: типи реакцій (дегідрогеназні, оксидаз-ні, оксигеназні) та їх біологічне значення. Тканинне дихання.

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

46  Молекулярна організація мітохондріального ланцюга біологічного окиснення. Компоненти дихального ланцюга, їх редокс-потенціали, молекулярні комплекси внутрішніх мембран мітохондрій.

47  Хеміосмотична теорія окисного фосфорилювання: механізм поєднання. АТФ-синтетаза мітохондрій.

48  Окисне фосфорилювання: коефіцієнт окисного фосфорилю-вання, пункти поєднання окиснення та фосфорилювання. Роль бурої жирової тканини в термогенезі.

49  Регуляція тканинного дихання й окисного фосфорилювання. Дихальний контроль. Інгібітори та роз’єднувачі електронного транспорту й окисного фосфорилювання, їх біомедичне значення.

50  Мікросомальне окиснення: цитохром Р-450, молекулярна організація ланцюга.

51  Активні форми кисню і механізми їх інактивації.

Короткі методичні вказівки для роботи студентів на практичному занятті

Заняття є підсумковим з питань модуля І і складається з 2 частин. У першій частині кожен студент отримує набір тестів з 25 питань. У другій частині - варіант, у якому п’ять теоретичних питань.

Технологічна карта проведення підсумкового заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Тестування з питань “Крок–1”
	25
	Збірник тестових завдань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцензій–ного іспиту
	Навчальна аудиторія

	2 Опитування з тео-ретичних питань теми
	50
	Набір варіантів теоретичних питань
	

	3 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Контроль засвоєння модуля І “Загальні закономірності метаболізму”







Заняття 14
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ ГЛІКОЛІЗУ - АНАЕРОБНОГО ОКИСНЕННЯ ВУГЛЕВОДІВ 


Актуальність теми. Вуглеводи є основними джерелами енергії для клітин організму. Це не єдина, але ж найголовніша їх функція. Глюкоза є ключовим метаболітом в обміні вуглеводів, розщеплення якої супроводжується вивільненням енергії. Катаболізм глюкози може відбуватися в аеробних і анаеробних умовах. Незважаючи на те, що енергопродукція в анаеробному гліколізі низька, при дефіциті кисню це єдиний ефективний процес синтезу АТФ.


У зв’язку із зазначеним вище вивчення катаболізму глюкози є дуже важливим у формуванні базових біохімічних знань майбутніх лікарів.


Мета загальна - уміти пояснювати біохімічні перетворення вуглеводів та проходження катаболізму глюкози в анаеробних умовах; якісно і кількісно визначати вуглеводи та деякі продукти їх метаболізму.


Конкретні цілі, уміти: 

1. Класифікувати вуглеводи за особливостями їх будови.

2. Записувати хімічні перетворення при гліколітичному розщепленні вуглеводів.

3. Проводити якісні реакції на моно- і дисахариди.

4. Визначати концентрацію молочної кислоти у сироватці крові методом Бюхнера.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмед-книга, 2000. - С. 57–69, 143-144, 146–154.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 78-91, 187-188, 190-198, 200.
3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максим-чук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 300–308.

Теоретичні питання

1. Класифікація вуглеводів. Особливості й роль основних пред-ставників моно- та олігосахаридів, гомо- та гетерополісаха-ридів.

2. Анаеробний гліколіз: парціальні реакції, локалізація в клітині, біологічна роль. 
3. Регуляція гліколізу, ключові реакції, енергетичний баланс.

4. Гліколітична оксидоредукція: піруват як акцептор водню при дефіциті кисню.

5. Діагностичне значення визначення ЛДГ у сироватці крові.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 У наданих розчинах визначити наявність моносахаридів та дисахаридів за реакціями Тромера і Барфеда.

2 При визначенні молочної кислоти в сироватці крові приготувати стандартну і дослідну проби (за стандартною методикою).

3 На ФЕКу виміряти оптичну густину стандартної і дослідної проб проти контролю (води).

4 Розрахувати концентрації молочної кислоти в сироватці крові за формулою й оцінити результати дослідження.

Методика проведення експериментів


1 Якісна реакція на моносахариди. Реакція Тромера 

Принцип методу: моносахариди в лужному середовищі окиснюються та відновлюють солі міді у закиси. Ця реакція застосовується для якісного визначення відновлювальних (або редукуючих) моносахаридів, молекули яких містять карбонільну групу.

Хід роботи: у пробірку вливають 1-2 мл розчину глюкози, доливають 1-2 мл 5% розчину NаОН і по краплях 2 мл 5% роз-чину сірчанокислої міді. Розчин забарвлюється в синій колір. Пробірку обережно (на малому вогні) нагрівають до кипіння. Випадає спочатку жовтий осад гідрату закису міді Сu(ОН)2, який потім переходить у червоний осад закису Сu2О. 

2 Реакція на дисахариди. Реакція Барфеда

Принцип методу: реакція Барфеда дозволяє швидко відрізнити моносахариди від дисахаридів мальтозного типу, які мають відновлювальні властивості (лактоза, мальтоза, целобіоза). Вона базується на тому, що відновлювальні властивості моносахаридів зберігаються також і в кислому середовищі, тоді як дисахариди відновлюють метали тільки в лужному середовищі. При взаємодії дисахаридів із реактивом Барфеда червоний осад закису міді з΄являється не відразу, а лише через деякий час (15-20 хв) після їх гідролітичного розпаду, який каталізується кислотами.

Хід роботи: у дві пробірки вливають по 1 мл реактиву Барфеда (оцтовокисла мідь + оцтова кислота). У першу пробірку додають 1 мл 1% розчину глюкози. У другу пробірку - стільки ж 1% розчину лактози. Пробірку збовтують і ставлять на киплячу водяну баню. У пробірці з глюкозою через 2-3 хв з΄являється червоний осад закису міді, тоді як у пробірці з дисахаридом реакція відновлення спостерігається лише після 15-20 хв витримування на водяній бані. 

Примітка. 1-шу та 2-гу реакції виконують як дослідні – визначають наявність моно- та дисахаридів у біологічних рідинах, які надані в декількох пробірках. Результат записують у таблицю і роблять відповідні висновки.

	Номер пробірки
	Результат

	
	Реакція Тромера
	Реакція Барфеда

	
	
	


3 Ферментативний гідроліз сахарози

Принцип методу: фермент фруктофуразидаза (інвертаза, сахараза) каталізує процес розщеплення сахарози до глюкози і фруктози. Він міститься у пекарських дріжджах. Сахароза не має редукуючих властивостей.

Хід роботи: у дві пробірки вливають по 3 мл розчину дріжджів; одну з них ставлять на 10 хв на киплячу водяну баню (для теплової інактивації ферменту), потім охолоджують, другу не нагрівають. В обидві пробірки додають по 3 мл 2% розчину 
сахарози і залишають на 5-8 хв, після чого фільтрують. З фільтратами здійснюють реакцію Тромера.

Примітка. Можна проводити без попереднього фільтрування.
4 Кількісне визначення молочної кислоти у сироватці крові за методом Бюхнера 

Принцип методу: молочна кислота при нагріванні з концен-трованою сірчаною кислотою перетворюється в оцтовий альдегід, який при взаємодії з гідрохіноном утворює сполуку червоно-коричневого кольору.

Хід роботи: у дві сухі пробірки вливають по 6 мл дистильо-ваної води. Потім у першу додають 1 мл стандартного розчину молочної кислоти, а в другу – 1 мл сироватки крові. Для осад-ження білків у кожну пробірку додають по 1 мл метафосфорної кислоти, струшують та залишають на кілька хвилин, після чого відфільтровують. До фільтратів додають по 1 мл 25% розчину сульфату міді та 0,5 г гідроксиду кальцію. Проби перемішують скляною паличкою. Через 5 хв відфільтровують. Відбирають по 1 мл фільтрату в пробірки з притертими корками, додають по  0,1 мл 10% розчину сульфату міді, по 4 мл концентрованої сірчаної кислоти. Витримують їх у киплячій водяній бані 1,5 хв. Після охолодження додають по 0,1 мл 20% спиртового розчину гідрохінону, добре перемішують та кип΄ятять 15 хв. Охолоджують і колориметрують на ФЕКу при синьому світлофільтрі у кюветах з товщиною шару 1 см проти води.
Розрахунок. Концентрацію молочної кислоти розрахо-вують за формулою

                                                            Сст · Ед
                                                Сд =                            , 

                                                                   Ест
де Сд – концентрація молочної кислоти у сироватці крові, ммоль/л;

Сст – концентрація молочної кислоти у стандартному розчині ммоль/л;

Ест – оптична густина стандартної проби;

Ед – оптична густина дослідної проби.

Клініко-діагностичне значення

У крові здорової людини концентрація молочної кислоти становить 1-2 ммоль/л. Вміст молочної кислоти збільшується  при інтенсивній м’язовій роботі, епілепсії, тетанії, правці, гіпоксії, злоякісних пухлинах, захворюваннях печінки.
Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


Надана схема перетворення:

     1                                   2         3         4         5                                        6

Х1 → глюкозо–6–фосфат → Х2 → Х3 → Х4 → 1,3–дифосфогліцерат → 

 7       8                                 9        10               11             

→ Х5 → 2–фосфогліцерат → Х6 → піруват → Х7.

а) вкажіть назву компонента Х1:

А. Оксалоацетат.

В. Глюкоза.

С. Фруктозо-6-фосфат.

D. Фруктозо-1,6-дифосфат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
б)  вкажіть назву компонента Х2:

А. Оксалоацетат.

В. Глюкоза.

С. Фруктозо-6-фосфат.

D. Фруктозо-1,6-дифосфат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
в) вкажіть назву компонента Х3:

А. Оксалоацетат.

В. Глюкоза.

С. Фруктозо-6-фосфат.

D. Фруктозо-1,6-дифосфат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
г) вкажіть назву компонента Х4:

А. Оксалоацетат.

В. Глюкоза.

С. Фруктозо-6-фосфат.

D. Фруктозо-1,6-дифосфат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
д) вкажіть назву компонента Х5:

А. Глюкоза.

В. 3-фосфогліцерат.

С. Фосфоенолпіруват.

D. Лактат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
е) вкажіть назву компонента Х6:

А. Глюкоза.

В. 3-фосфогліцерат.

С. Фосфоенолпіруват.

D. Лактат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат;
ж) вкажіть назву компонента Х7:

А. Глюкоза.

В. 3-фосфогліцерат.

С. Фосфоенолпіруват.

D. Лактат.

Е. Гліцеральдегід-3-фосфат.

Відповіді: а) В; б) С; в) Д; г) Е; д) В; е) С; ж) D.
Завдання 2


У схемі, поданій у завданні 1, вкажіть номер

а) глюкокіназної реакції:

А. 1.
В. 2.
С. 3.
D. 4.
Е. 5;
б) піруваткіназної реакції:

А. 1.
В. 5.
С. 6.
D. 8.
Е. 9;
в) фосфофруктокіназної реакції:

А. 1.
В. 2.
С. 3.
D. 4.
Е. 5.
Відповіді:   а) А; б) Е; в) С.
Завдання 3


У людей, які тривалий час перебували у стані гіподинамії, після фізичного навантаження з’являється інтенсивний біль у м’язах. Яка найбільш імовірна причина больового синдрому?

А. Зменшення вмісту ліпідів у м’язах.

В. Посилений розпад м’язових білків.

С. Накопичення креатиніну в м’язах.

D. Накопичення у м’язах молочної кислоти.

Е. Підвищення вмісту АДФ у м’язах.

Завдання 4


У дівчинки 7 років виражені ознаки анемії. Лабораторно встановле-но дефіцит піруваткінази в еритроцитах. Порушення якого процесу відіграє головну роль у розвитку анемії?

А. Дезамінування амінокислот.

В. Окисного фосфорилювання.

С. Тканинного дихання.

D. Розкладу пероксидів.

Е. Анаеробного гліколізу.

Завдання 5


Еритроцит для своєї життєдіяльності потребує енергії у вигляді АТФ. Який процес забезпечує цю клітину необхідною кількістю АТФ?

А. Анаеробний гліколіз.

В. Аеробне окиснення глюкози.

С. Пентозофосфатний цикл.

D. β-окиснення жирних кислот.

Е. Цикл трикарбонових кислот.

Завдання 6


У цитоплазмі міоцитів розчинена велика кількість метаболітів окиснення глюкози. Назвіть той, який безпосередньо перетворюється 
на лактат.

А. Піруват.

В. Оксалоацетат.

С. Гліцерофосфат.

D. Глюкозо-6-фосфат.

Е. Фруктозо-6-фосфат.

Завдання 7


Під час бігу на довгі дистанції скелетна мускулатура тренованої людини використовує глюкозу для отримання енергії АТФ для м’язового скорочення. Назвіть основний процес утилізації глюкози за цих умов.

А. Аеробний гліколіз.

В. Анаеробний гліколіз.

С. Глікогеноліз.

D. Глюконеогенез.

Е. Глікогенез.

  Завдання 8


Одним із факторів, що призводять до карієсу, є органічні кислоти, які виробляються мікроорганізмами зубного нальоту. Який із ферментів призводить до утворення молочної кислоти?

А. Лактатдегідрогеназа.

В. Гексокіназа.

С. Альдолаза.

D. Фосфофруктокіназа.

Е. Алкогольдегідрогеназа.

Завдання 9

Під час бігу на коротку дистанцію у нетренованих людей спостерігається м’язова крепітація внаслідок накопичення лактату. З посиленням якого біохімічного процесу це може бути пов′язане?
А. Глюконеогенезу.

В. Гліколізу.

С. Пентозофосфатного шляху.

D. Ліпогенезу.

Е. Глікогенезу.

Завдання 10

Анаеробне розщеплення глюкози до молочної кислоти регулюється відповідними ферментами. Який ензим є головним 

регулятором цього процесу?
А. Лактатдегідрогеназа.

В. Глюкозо-6-фосфатізомераза.

С. Альдолаза.

D. Енолаза.

Е. Фосфофруктокіназа.

Відповіді: 3-D, 4-Е, 5-А, 6-А, 7-А, 8-А, 9-В, 10-Е.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь усі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Реактиви для визна-чення моносахаридів та молочної кислоти,

хім. посуд, фотоелек-троколориметр
	

	Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження гліколізу - анаеробного окиснення вуглеводів”















Заняття 15
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ АЕРОБНОГО ОКИСНЕННЯ ГЛЮКОЗИ 


Актуальність теми. Глюкоза - один із основних субстратів енергетичного обміну. Метаболізм більшості тканин організму підтримується за рахунок аеробного окиснення глюкози. Нервова тканина, серцевий м’яз, адаптовані до роботи в аеробних умовах, дуже чутливі до гіпоксії.


Мета загальна - уміти характеризувати біохімічні закономірності й етапи аеробного метаболізму глюкози.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Характеризувати стадії аеробного окиснення глюкози та обчислювати енергетичний ефект кожної стадії.

2 Пояснювати основні принципи функціонування і механізми регуляції ПВК-дегідрогеназного мультиферментного комплексу.

3 Порівнювати енергетичну ефективність аеробного та анаеробного окиснення глюкози.

4 Пояснювати молекулярні механізми ефекту Пастера.

5 Характеризувати структуру і механізми функціонування човникових систем транспорту гліколітичного НАДН·Н+.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 144-155.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 188-190, 198-199.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 311–314, 319–321.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 180-188.

Теоретичні питання

1. Етапи аеробного окиснення глюкози.

2. Окиснювальне декарбоксилювання пірувату. Структура, особливості функціонування і механізми регуляції активності піруватдегідрогеназного мультиферментного комплексу.

3. Порівняльна характеристика біоенергетики аеробного та анаеробного окиснення глюкози. Ефект Пастера-Мейєргофа.

4. Човникові механізми транспорту гліколітичного НАДН·Н+ у мітохондрії в аеробних умовах.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Маркують 3 пробірки - дослідну, стандартну, контрольну.

2 Пробірки заповнюють відповідно до нижченаведеної схеми.

3 Проби витримують 10 хвилин при кімнатній температурі й центрифугують.

4 У подальшому дослідженні використовують надосадову рідину, обробляючи проби відповідно до ходу роботи.

5 Оптичну густину розчинів визначають фотоколориметричним методом.

6 Розрахунок концентрації глюкози у досліджуваних пробах здійснюють за поданою формулою.

7 У висновках порівнюють концентрацію глюкози у досліджуваних пробах крові з нормою.

Методика проведення експерименту

1 Кількісне визначення глюкози крові глюкозоокси-дазним методом

Принцип методу: глюкозооксидаза окиснює глюкозу киснем повітря до глюконової кислоти і пероксиду водню. Пероксид водню під дією пероксидази окиснює ортотолідин у синій хромоген, інтенсивність забарвлення якого пропорційна концентрації глюкози.

Хід роботи: заповнюють 3 центрифужні пробірки згідно з нижченаведеною схемою.

	Реактив
	Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл
	Стандартна проба, мл

	NaCl, 0,9%
	1,1
	1,1
	1,1

	ZnSO4, 5%
	0,4
	0,4
	0,4

	NaOH, 3н
	0,4
	0,4
	0,4

	Кров 
	0,1
	-
	-

	Стандартний розчин глюкози
	-
	-
	0,1

	Фізіологічний розчин NaCl
	-
	0,1
	-

	Витримати 10 хв. Центрифугувати при 3000 об/хв протягом 10 хв.

	Надосадова рідина з відповідних пробірок
	1,0
	1,0
	1,0

	Робочий реактив
	3,0
	3,0
	3,0

	Дослідну і контрольну проби колориметрують проти контролю у кюветах товщиною 10 мм при червоному світлофільтрі (630 нм)


Розрахунок здійснюють за формулою
Сст · Ед
                                      Сд =       Ест         ,

де Сд – концентрація глюкози у крові, ммоль/л;

Сст – концентрація глюкози у стандартному розчині, ммоль/л;
Ест – оптична густина стандартної проби;

Ед – оптична густина дослідної проби.

Клініко-діагностичне значення. Нормальний вміст глюкози у крові здорової людини становить 3,33-5,55 ммоль/л. Підвищення вмісту глюкози у крові (гіперглікемія) спостерігається при споживанні великої кількості вуглеводів з їжею, емоційних стресах. Патологічні гіперглікемії характерні для цукрового діабету, гіперфункції кори наднирників та щитовидної залози, пухлинах гіпофізу, тяжких розладах функцій печінки, органічних ураженнях нервової системи.

Гіпоглікемія спостерігається при аденомі острівців підшлункової залози внаслідок підвищення продукування інсуліну β-клітинами, при гіпофункції щитовидної залози, наднирникових залоз, гіпофіза. Гіпоглікемія може бути спричинена голодуванням, важкою фізичною працею, передозуванням інсуліну при лікуванні цукрового діабету, 
порушенням усмоктування вуглеводів, захворюваннями нирок, які супроводжуються зниженням ниркового порога для глюкози.       

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.
Завдання 1


У лікарню прийнята робітниця хімічного підприємства з ознаками отруєння. У волоссі цієї жінки виявлено підвищену концентрацію арсенату, який блокує ліпоєву кислоту. Порушення якого процесу є найімовірнішою причиною отруєння?

А. Окисного декарбоксилювання піровиноградної кислоти.

В. Мікросомального окиснення.

С. Відновлення метгемоглобіну. 

D. Відновлення органічних оксидів.

Е. Знешкодження супероксидних іонів.

Завдання 2


Повне окиснення молекули глюкози і поєднання його з фосфорилюванням еквівалентне утворенню такої сумарної кількості молекул АТФ:

А. 38.

В. 8.

С. 12.

D. 52.

Е. 58.

Завдання 3


Еритроцити людини не містять мітохондрій. Який основний шлях утворення АТФ у цих клітинах?

А. Анаеробний гліколіз.

В. Аеробний гліколіз.

С. Окиснювальне фосфорилювання.

D. Креатинкіназна реакція.

Е. Аденілаткіназна реакція.

Завдання 4


Під час бігу на довгі дистанції скелетна мускулатура тренованої людини використовує глюкозу з метою отримання енергії АТФ для м’язового скорочення. Назвіть основний процес утилізації глюкози за цих умов.

А. Аеробний гліколіз.

В. Анаеробний гліколіз.

С. Глікогеноліз.

D. Глюконеогенез.

Е. Глікогенез.

Завдання 5


Біоенергетика мозку характеризується значною залежністю від постачання киснем. Який субстрат має найбільше значення для забезпечення енергією мозку?

А. Глюкоза.

В. Жирні кислоти.

С. Кетонові тіла.

D. Гліцерол-3-фосфат.

Е. Фосфоенолпіруват.

Завдання 6


У дитини 6 років знижена активність, є ознаки порушення координації рухів. При обстеженні встановлений генетичний дефект одного з ферментів ПВК-дегідрогеназного комплексу. Назвіть, який із перелічених нижче лабораторних показників був вирішальним в обґрунтуванні діагнозу? 

А. Піруват вище норми.

В. Аланін нижче норми.

С. Піруват нижче норми.

D. Аланін вище норми.

Е. Лактат нижче норми.

Відповіді: 1-А, 2-А, 3-А, 4-А, 5-А, 6-А.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	25
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	40
	Сироватка крові, набір реактивів для визначення концентрації глюкози в крові, хім. посуд та прилади
	

	Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцензійного іспиту “Крок-1”
	

	Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження аеробного окиснення глюкози”










Заняття 16
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ КАТАБОЛІЗМУ ТА БІОСИНТЕЗУ ГЛІКОГЕНУ. РЕГУЛЯЦІЯ ОБМІНУ ГЛІКОГЕНУ. ВИВЧЕННЯ МЕТАБОЛІЗМУ ГЛІКОКОН’ЮГАТІВ 


Актуальність теми. Глікоген - гомополісахарид, біологічна роль якого полягає в депонуванні глюкози. Глікоген переважно знаходиться в печінці і м’язах, але використання цього полісахариду у названих тканинах відрізняється. Так, глікоген печінки використовується для підтримки рівня глюкози у крові, а глікоген м’язів виключно для енергозабезпечення м’язового скорочення. 


Спадкові патології метаболізму глікогену (глікогенози, аглікогенози) є тяжкими захворюваннями, при яких спостерігається порушення метаболізму в організмі в цілому.


Знання метаболізму глікогену та наслідків порушення його обміну є важливим елементом фундаментальних знань студентів-медиків.


Вивчення питань, які стосуються метаболізму глікокон’югатів, є також актуальним у зв’язку з тим, що більшість молекул клітин організму є комплексними і складаються з компонентів різної хімічної природи.


Мета загальна - уміти проводити якісне визначення крохмалю і глікогену, виділяти глікоген з печінки; знати особливості обміну глікогену та глікокон’югатів в організмі.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати метаболізм глікогену в організмі з використанням хімічних перетворень.

2 Пояснювати особливості регуляції метаболізму глікогену.

3 Інтерпретувати особливості обміну N- та О-зв’язаних глікокон’югатів.

4 Пояснювати причини та наслідки спадкових порушень метаболізму глікогену.

5 Проводити якісні реакції на крохмаль та глікоген.

6 Виділяти глікоген з тканини печінки.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 176–189.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 222-236.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 292–300, 340–345.

Теоретичні питання

1 Розщеплення та біосинтез глікогену: ферментативні реакції  глікогенезу  та глікогенолізу.

2 Каскадні механізми цАМФ-залежної  регуляції активностей  глікогенфосфорилази  та  глікогенсинтази.  Гормональна регуляція обміну глікогену в м'язах та печінці. 

3 Генетичні порушення ферментів метаболізму  глікогену: глікогенози,  аглікогенози. 

4 Метаболізм вуглеводних компонентів глікокон'югатів. Біо​​​​​​синтез O- та N-зв'язаних глікопротеїнів; значення глікозил–транс​​​фераз та доліхолфосфату.  Біосинтез гліколіпідів на прикладі ут​​​ворення олігосахаридних фрагментів антигенних  детермінант  груп  крові людини системи АВО. Ферменти катаболізму глікокон'югатів.

5 Генетичні порушення метаболізму глікокон'югатів (глікози​​​дози): мукополісахаридози, гліколіпідози. Ревматизм.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Проведення дослідження наявності крохмалю в наданих рідинах.

2 Доведення наявності відновних властивостей крохмалю за реакцією Тромера після кислотного гідролізу.

3 Виділення глікогену з тканини печінки (за стандартною методикою).

4 Проведення якісної реакції на глікоген.

Методика проведення експериментів

1 Реакція крохмалю з йодом 

Принцип методу: найбільш специфічна реакція на крохмаль – поява синього забарвлення з йодом. Забарвлення обумовлене амілозою. Забарвлення зникає при нагріванні й відновлюється при охолодженні крохмального клейстера.

Хід роботи: у пробірку вливають 1-2 мл 0,5% розчину крохмалю і додають 1-2 краплі розчину Люголя. З΄являється насичене синє забарвлення. При нагріванні синій колір зникає, при охолодженні відновлюється. За допомогою якісної реакції на полісахариди встановити пробірку з крохмалем і вивчити його властивості.  
2 Відновні властивості крохмалю
Хід роботи: у дві пробірки вливають по 4-5 мл 1% розчину крохмалю. В одну пробірку додають 3 краплі НСl (к.), у другу – стільки ж дистильованої води (контроль). Обидві пробірки ставлять на 10-15 хв на киплячу водяну баню. Після охолодження проводять реакцію Тромера. У першій пробірці випадає червоний осад закису міді, що свідчить про гідролітичне розщеплення крохмалю і звільнення речовин, які мають відновлювальні властивості, у другій пробірці – реакція негативна.

Результати досліджень записують у таблицю:

	Номер пробірки
	Реакція з йодом
	Реакція Тромера

	1

2
	
	


3 Виявлення глікогену в печінці 

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

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

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

Осад білка відділяють фільтруванням за допомогою змоченого водою паперового фільтра. До фільтрату додають 2-3 краплі розчину Люголя. За наявності в досліджуваному матеріалі глікогену розчин набуває характерного забарвлення.


Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


У хворого 34 років знижена витривалість до фізичних навантажень, у той час як у скелетних м’язах вміст глікогену підвищений. Зниженням активності якого ферменту це пояснюється?

А. Фосфофруктокінази.

В. Глюкозо-6-фосфатдегідрогенази.

С. Глікогенфосфорилази.

D. Глікогенсинтази.

Е. Глюкозо-6-фосфатази.

Завдання 2


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

А. Хвороба Гірке.

В. Хвороба Корі.

С. Хвороба Аддісона.

D. Хвороба Паркінсона.

Е. Хвороба Мак-Ардла.

Завдання 3


Характерною ознакою глікогенозу є біль у м’язах під час виконання фізичної роботи. Вроджена недостатність якого ферменту зумовлює цю патологію?

А. Глікогенфосфорилази.

В. Глюкозо-6-фосфатази.

С. Глікогенсинтетази.

D. Аміло-1,6-глікозидази.

Е. Лізосомальної глікозидази.

Завдання 4


Для синтезу полісахаридних ланцюгів глікогену використовується попередник - активна форма глюкози. Безпосереднім донором залишків глюкози у процесі синтезу є:

А. УДФ-глюкоза.

В. Глюкозо-1-фосфат.

С. АДФ-глюкоза.

D. Глюкозо-6-фосфат.

Е. Глюкозо-3-фосфат.

Завдання 5


У хворого у печінці спостерігається накопичення надмірної кількості глікогену. Клінічно це виявляється:

А. Гіпоглікемією.

В. Гіперглікемією.

С. Кетонурією.

D. Галактоземією.

Е. Фруктозурією.

Завдання 6


У вагітної віком 28 років досліджували ферменти в клітинах амніотичної рідини. При цьому виявили недостатню активність          β-глюкуронідази. Який патологічний процес спостерігається у жінки?

А. Мукополісахаридози.

В. Глікогенози.

С. Аглікогенози.

D. Колагенози.

Е. Ліпідози.

Завдання 7


При дослідженні крові у хворого виявлена виражена гіпоглюкоземія натще. При дослідженні біоптату печінки виявилося, що в клітинах печінки не відбувається синтезу глікогену. Недостатність якого ферменту є причиною захворювання?

А. Глікогенсинтетази.

В. Фосфорилази а.

С. Фруктозодифосфатази.

D. Піруваткарбоксилази.

Е. Альдолази.

Завдання 8


Однорічна дитина відстає в розумовому розвитку від своїх однолітків. Уранці: блювання, судоми, втрата свідомості. У крові - гіпоглікемія натще. З дефектом якого ферменту це пов’язано?

А. Глікогенсинтази.

В. Фосфорилази.

С. Аргінази.

D. Сахарази.

Е. Лактази.

Завдання 9


Дитина 10 років постійно скаржиться на біль і судоми у м’язах після фізичного навантаження. При обстеженні крові вміст глюкози, лактату і креатину відповідає фізіологічній нормі. В сечі визначається міоглобін. У біопсійному матеріалі м’язів виявлений дефіцит фосфорилази глікогену - ферменту, що каталізує перетворення: 

А. Глікогену в глюкозо-1-фосфат.

В. Глюкозо-6-фосфату в глюкозу.

С. Глюкозо-6-фосфат у глікоген.

D. Глюкози в глюкозо-6-фосфат.

Е. “Затравки” глікогену в глікоген.

Завдання 10


У жінки 63 років є ознаки ревматоїдного артриту. Підвищення рівня якого із перелічених нижче показників крові буде найбільш вирішальним для підтвердження діагнозу?

А.  Кислої фосфатази.

В.   Сумарних глікозаміногліканів.

С.  R-глікозидази.

D.  Ліпопротеїдів.

Е. Загального холестерину.

Завдання 11

Дитина квола, апатична. Печінка збільшена і під час біопсії органу виявлено значний надлишок глікогену. Концентрація глюкози в крові нижча від норми. У чому причина зниженої концентрації глюкози в крові?

А.  Знижена активність глікогенфосфорилази.

В.  Знижена активність гексокінази.

С.  Підвищена активність глікогенсинтези.

D. Знижена активність глюкозо-6-фосфатази.

Е. Дефіцит гена, який відповідає за синтез глюкозо-1-фосфат-уридил-трансферази.

Відповіді: 1-С, 2-А, 3-А, 4-А, 5-А, 6-А, 7-А, 8-А, 9-А, 10-В, 11-А.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час,хв
	Навчальні матеріали
	Місце про-ведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шля-хом розв’язання нав-чальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Нав-чальна ауди-торія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Реактиви для вияв-

лення крохмалю та дослідження його властивостей, хім. посуд, фотоелек-троколориметр
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для під-готовки студентів до медичного ліцензійного іспиту “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження катаболізму та біосинтезу глікогену. Регуляція обміну глікогену. Вивчення метаболізму глікокон’югатів”

















Заняття 17
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ ГЛЮКОНЕОГЕНЕЗУ ТА АЛЬТЕРНАТИВНИХ ШЛЯХІВ ОБМІНУ ВУГЛЕВОДІВ. ВИВЧЕННЯ МЕТОДІВ ВИЗНАЧЕННЯ КОНЦЕНТРАЦІЇ ГЛЮКОЗИ В КРОВІ

Актуальність теми. Головним джерелом глюкози як метаболічного палива для організму людини є екзогенні полісахариди, моносахариди - фруктоза, галактоза у складі сахарози і лактози. Поряд з цим існує шлях глюконеогенезу, який забезпечує організм глюкозою за рахунок її синтезу з невуглеводних біомолекул, а також альтернативний пентозофосфатний шлях, у результаті функціонування якого утворюється інший тип метаболічної енергії - НАДФН·Н+, що використовується у відновлювальних синтезах.


Мета загальна - уміти трактувати основні біохімічні закономірності глюконеогенезу та альтернативних шляхів обміну моносахаридів, характеризувати експрес-метод визначення концентрації глюкози в крові.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Зображати схеми ключових реакцій та пояснювати механізми регуляції глюконеогенезу.

2 Розраховувати енергетичні витрати на синтез глюкози з різних субстратів.

3 Пояснювати механізми функціонування глюкозо-аланінового циклу та циклу Корі.

4 Зображати послідовність ферментативних реакцій ПФШ. Пояснювати особливості його функціонування у різних тканинах та біологічну роль.

5 Зображати схему метаболічних шляхів перетворення фруктози і галактози в організмі людини.

6 Характеризувати спадкові ензимопатії альтернативних метаболічних шляхів перетворення вуглеводів.

7 Інтерпретувати результати експрес-визначення концентрації глюкози в крові.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 156-172.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 201-218.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 309–311, 325–330, 335–338.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 180-188.

Теоретичні питання

1 Біосинтез глюкози - глюконеогенез: фізіологічне значення, субстрати, ферментативні реакції, регуляторні ферменти, енергетика процесу.

2 Лактат та аланін як субстрати ГНГ, глюкозо-лактатний (цикл Корі) та глюкозо-аланіновий цикли.

3 ПФШ окиснення глюкози: біологічне значення, послідовність реакцій, особливості функціонування у різних тканинах.

4 Метаболічний шлях та ферментативні реакції перетворення фруктози в організмі людини.

5 Метаболічний шлях та ферментативні реакції перетворення галактози в організмі людини.

6 Спадкові ензимопатії, пов’язані з генетичними дефектами синтезу ферментів ПФШ, метаболізму фруктози і галактози.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Для дослідження використовують цільну кров.

2 Калібрують фотометр “Глюкофот” відповідно до інструкції.

3 Вимірювання проводять відповідно до ходу роботи.

4 У висновках порівнюють концентрацію глюкози у досліджуваних пробах крові з нормою.

Методика проведення експерименту.

1 Використання фотометра “Глюкофот” для кількісного визначення глюкози в крові


Принцип методу: фотометр - це електронний пристрій, який перетворює величину коефіцієнта відбивання світла від реактивної індикаторної смужки (РІП) - вихідну величину, що чисельно дорівнює концентрації глюкози в крові, якою оброблена РІП. Для правильного встановлення величини вихідного сигналу проводять калібрування приладу перед початком роботи та після кожних двох годин безперервної роботи.


Хід роботи: визначення концентрації глюкози у крові проводиться шляхом вимірювання коефіцієнта відбивання світла від РІП, обробленої кров’ю, що аналізується. Для цього:

1) нанесіть 3 краплі крові на індикаторну зону РІП, покривши всю поверхню індикаторної зони;
2) витримайте 30 с смужку з кров’ю у горизонтальному положенні;
3) змийте кров з РІП під струменем дистильованої води;
4) відіжміть РІП між листками фільтрувального паперу;
5) вставте РІП у паз фіксувальної пластинки фотодатчика реактивною зоною вниз;
6) натисніть кнопку ВИМІРЮВАННЯ;
7) після встановлення сталих показань цифрового індикатора прочитайте та запишіть результат аналізу;
8) відкрийте кришку фотодатчика, вийміть РІП;
9) можна проводити наступний аналіз.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


У 3-річної дитини з підвищеною температурою тіла після приймання аспірину спостерігається посилений гемоліз еритроцитів. Природжена недостатність якого ферменту могла зумовити 
гемолітичну анемію?

А. Гліцерофосфатдегідрогенази.

В. Глюкозо-6-фосфатази.

С. Глікогенфосфорилази. 

D. Глюкозо-6-фосфатдегідрогенази.

Е. γ-глутамінілтрансферази.

Завдання 2


Через деякий час після інтенсивного фізичного тренування у спортсмена активується глюконеогенез, основним субстратом якого є:

А. Серин.

В. Аспарагінова кислота.

С. Глутамінова кислота.

D. α-кетоглутарат.

Е. Лактат.

Завдання 3


У хлопчика 2 років спостерігаються збільшення розмірів печінки та селезінки, катаракта. У крові - підвищена концентрація цукру, однак тест толерантності до глюкози в нормі. Спадкове порушення обміну якої речовини є причиною цього стану?

А. Глюкози.

В. Фруктози.

С. Галактози.

D. Мальтози.

Е. Сахарози.

Завдання 4


До реанімаційного відділення було доставлене немовля з такими ознаками: блювання, пронос, порушення росту і розвитку, катаракта, розумова відсталість. Встановлено діагноз: галактоземія. Дефіцит якого ферменту спостерігається?

А. Гексозо-1-фосфат-уридилтрансферази.

В. Глюкокінази.

С. УДФ-глюкозо-4-епімерази.

D. УДФ-глюкозо-пірофосфорилази.

Е. Глюкозо-6-фосфатдегідрогенази.

Завдання 5


У хворого, виснаженого голодуванням, у печінці та нирках посилюється процес:

А. Синтезу білірубіну.

В. Синтезу сечовини.

С. Глюконеогенезу.

D. Утворення гіпурової кислоти.

Е. Синтезу сечової кислоти.

Завдання 6


У жінки 40 років виявлена гемолітична анемія, що зумовлена генетичним дефектом ферменту глюкозо-6-фосфатдегідрогенази еритроцитів. Утворення якої речовини пентозофосфатного  шляху буде порушене при цьому найбільше?

А. НАДФН.

В. Фосфоенолпірувату.

С. ФАДН2.

D. Глюкозо-6-фосфату.

Е. Диоксіацетонфосфату.

Відповіді: 1-D, 2-Е, 3-С, 4-А, 5-С, 6-А.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводиться тестовий контроль, обговорення результатів роботи, у якому беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1
	2
	3
	4

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	45
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	20
	Кров, реактиви, хім. посуд, фотометр “Глюкофот” для ви-значення кількості глюкози в крові
	


Продовження таблиці
	1
	2
	3
	4

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для під-готовки студентів до медичного ліцензійно-го іспиту “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження механізмів глюконеогенезу та альтернативних шляхів обміну вуглеводів. Вивчення методів визначення концентрації глюкози в крові”
















Заняття 18
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ МЕТАБОЛІЧНОЇ ТА ГОРМОНАЛЬНОЇ РЕГУЛЯЦІЇ ОБМІНУ ГЛЮКОЗИ. ЦУКРОВИЙ ДІАБЕТ


Актуальність теми. Скоординованість метаболічних перетво-рень забезпечується регуляторними механізмами. На клітинному рів-ні - це регуляція ферментативних процесів. На рівні тканин і органів - гормональна регуляція. В регуляції обміну вуглеводів беруть участь такі гормони, як інсулін, глюкагон, глюкокортикоїди, катехоламіни, СТГ, Т3, Т4, АКТГ та інші. 

Гормональний дисбаланс призводить до порушення окремих метаболічних перетворень вуглеводів, що знаходять відображення в першу чергу у зміні концентрації глюкози в крові. До фізіологічних та патологічних станів, при яких це можливо, належать голодування, стрес, тривалі фізичні навантаження, цукровий діабет, інсулома, гіпо- і гіпертиреоз, феохромоцитома та інші.

Вивчення процесів регуляції обміну вуглеводів та їх змін створює умови для можливостей практичного використання біохімічних знань у медичній практиці майбутніх лікарів.


Мета загальна - уміти визначати основні біохімічні показники, що використовують для діагностики цукрового діабету, інтерпретувати отримані результати.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати механізми ферментативної регуляції процесів обміну вуглеводів (гліколізу, глікогенезу і глікогенолізу, ПФШ, глюконеогенезу).

2 Знати біохімічні ефекти гормонів, що впливають на обмін вуглеводів.

3 Пояснювати метаболічні зміни в організмі щодо обміну вуглеводів при цукровому діабеті.

4 Знати принципи методів біохімічних тестів, які використо-вуються для діагностики цукрового діабету, і вміти інтерпретувати результати досліджень.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 172-175.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 218-221, 235-236.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 183–188.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 212-224.

5. Николаев А.Я. Биологическая химия. - М.: Высшая шк., 1989. -     С. 368-384.

Теоретичні питання

1 Гормони – регулятори обміну глюкози (глюкагон, адреналін, глюкокортикоїди, соматотропін,  інсулін - ефекти  та  механізми  впливу на рівень глюкоземії).

2 Глюкоземія: нормальний  стан, фактори, які забезпечують нормальний вміст глюкози в крові.

3 Причини виникнення гіпо- і гіперглюкоземії. Глюкозурія.  

4 Цукровий  діабет; інсулінозалежна та інсулінонезалежна форми; клініко-біохімічна характеристика.

5 Діагностичні критерії цукрового діабету: глюкозотоле-рантний тест, подвійне цукрове навантаження, визначення глікозильованого гемоглобіну та фруктозміну.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Підготовка проб за стандартною методикою.

2 Отримані результати оцінюють за допомогою шкали Альтгаузена або порівнюють з даними калібрувального графіка.

3 Роблять висновок про вміст глюкози у сечі, що досліджувалась.

Методика проведення експериментів

1 Кількісне визначення глюкози в сечі за методом Альтгаузена (у модифікації К. А. Кост.) 

Принцип методу: метод ґрунтується на тому, що сеча, яка містить цукор, при кип’ятінні з лугом набуває різних відтінків коричневого кольору (від жовтого до темно-бурого). Продуктами реакції є молочна кислота та гумінові речовини.  

Хід роботи: у пробірку вливають 4,0 мл сечі, додають 1,0 мл 10% розчину їдкого натрію або калію. Пробірку витримують у киплячій водяній бані 5 хв, охолоджують до кімнатної температури і колориметрують через 10 хв при λ=490 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 5 мм. Контролем є вода або (краще) 4,0 мл сечі з додаванням 1,0 мл води. Результати виражають у процентах.

За наявності цукру в сечі вміст пробірки набуває одного з відтінків шкали Альтгаузена, тому результат також можна порівняти зі стандартною шкалою.

Побудова калібрувального графіка. Готують стандартний 5% розчин глюкози на слабо забарвленій, прозорій сечі, яка не містить глюкози. З цього основного стандартного розчину готують ряд розбавлень, як зазначено у таблиці.

	Номер пробірки
	Кількість стандартного 5% розчину глюкози, мл
	Кількість сечі, мл
	Вміст глюкози у відповідному розчині, %

	1

2

3

4

5
	5,0

4,0

3,0

2,0

1,0
	1,0

2,0

3,0

4,0
	5

4

3

2

1



Беруть по 4,0 мл розчину і обробляють як сечу, визначають екстинкцію в кожному відповідному розбавленні. Показники за вмістом глюкози в процентах, у кожному розбавленні, відкладають на осі абсцис і позначають відповідний показник екстинкції на осі ординат, будують калібрувальну криву. За даними кривої складають робочу таблицю.

Примітки:
1 При значному вмісті глюкози можна розбавляти вже підготовлену для колориметрії сечу. Розбавляння враховують при обчисленні вмісту глюкози в сечі у процентах.

2 Якщо після кип΄ятіння сечі утворюється осад, його відфільтровують.

3 Для вираження результату в мілімолях на літр його множать на коефіцієнт 55,5.

Клініко-діагностичне значення. У нормі кількість глюкози у добовій сечі не повинна перевищувати 0,5 ммоль/л. Якісне та кількісне визначення цукру в сечі має велике діагностичне та прогностичне значення. Глюкозурія може спостерігатися при цукровому діабеті, гострих запальних процесах підшлункової залози, гіпертиреозі, акромегалії, синдромі Іценко-Кушинга, при захворюваннях печінки (внаслідок порушення синтезу глікогену), запальних процесах у нирках, вагітності, надмірному вживанні вуглеводів з їжею.

2 Метод цукрового навантаження 

Хід роботи: у пацієнта натще беруть із пальця кров і визначають у ній вміст глюкози. Після цього дають випити розчин глюкози у воді з розрахунку 1г глюкози на 1кг маси тіла. Потім протягом 3год через певні інтервали повторно забирають кров і визначають у ній вміст глюкози за ортотолуїдиновим або глюкозо-оксидазним методами. На основі отриманих результатів будують криву цукру, позначаючи на вертикальній осі кількість цукру в ммоль/л, а на горизонтальній – час у хв. 

Кров рекомендується забирати через 30, 90, 120, 150, 180 хв. У здорової людини вже через 15 хв після вживання глюкози спостерігється збільшення цукру в крові, яке досягає свого максимуму в проміжку від 30-ї до 60-ї хв, після чого починається зниження його рівня. Через 120 хв вміст цукру може бути навіть нижчим від початкового. Через 180 хв рівень цукру крові, як правило, нормалізується.
Типи кривих вмісту цукру

А – цукровий діабет; В – гіпертиреоз; С – норма; Д – хвороба Аддісона, або гіпотиреоз, або гіперінсулінемія.

Клініко-діагностичне значення. Метод цукрового навантаження дозволяє виявити приховані форми діабету, порушення глікогенутворювальної функції печінки та вплив інсуліну на вуглеводний обмін. При цукровому діабеті, акромегалії, гіпертиреозі, гепатиті, цирозі печінки спостерігають різке збільшення цукру в крові (до 22 ммоль/л) й уповільнене його зниження. 


3 Визначення глюкозильованого гемоглобіну (HbA1c) та фруктозаміну 

Неферментативне глікозилювання білків відбувається при їх взаємодії з глюкозою. Процес глікозилювання, зокрема гемоглобіну, залежить від концентрації глюкози і відбувається протягом “тривалості життя” білків. Кількість HbA1c характери-зує середній рівень глюкози за попередні 4-8 тижнів (за умови, що тривалість життя еритроцитів не зменшується, як при гемолітичній анемії). Визначення глікозильованого гемоглобіну дає змогу з більшим інтервалом достовірно контролювати стан хворих. У нормі кількість HbA1c дорівнює 4-7% від загального вмісту гемоглобіну. При латентному цукровому діабеті кількість HbA1c іноді вища, ніж при явному, що пояснюється можливістю ефекту терапії. Проте підвищення вмісту HbA1c не пов΄язане з гіперглікемією нервового походження і може спостерігатися при нирковій недостатності, вагітності та її ускладненнях, деяких гінекологічних захворюваннях (наприклад, кістозному фіброзі), серпоподібноклітинній анемії та інших захворюваннях, що супроводжуються порушенням обміну вуглеводів. Доцільно використовувати визначення HbA1c під час профоглядів, оскільки він сприяє виявленню більшої кількості хворих на діабет порівняно з одноразовим визначенням глюкози в крові й більш безпечний порівняно з методом глікемічних кривих.

Фруктозамін – продукт неферментативного глікозилювання сумарних білків сироватки крові. Більше 60% усіх білків крові, які реагують з глюкозою, представлені альбумінами. Фруктоз-амін знаходиться у кров’яному руслі протягом 20 діб, що відповідає циркуляції у крові альбуміну.  Визначення вмісту фруктозаміну є інтегральнім показником, який відображає рівень глікемії за останні 1-3 тижні. Нормальна концентрація фруктозаміну у сироватці крові дорівнює 2,1 – 2, 8 ммоль/л. Він може застосовуватися при виведенні хворих із декомпенсованого стану діабету, коли глікогемоглобін залишається ще на високому рівні. Метод дає змогу стежити за лікуванням хворих. 

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

Людина споживає їжу, багату на вуглеводи. Зазначте, активність якого ферменту гепатоцитів індукується за таких умов найбільше.

А. Глікогенсинтаза.

В. Глюкокіназа.

С. Глюкозо-6-ф-дегідрогеназа.

D. УДФ-глюкуронілтрансфераза.

Е. Фосфофруктокіназа.

Завдання 2


У молодого пацієнта, який перебуває на обліку з приводу інсулінзалежного цукрового діабету, при обстеженні - концентрація глюкози в крові - 8 ммоль/л. Пацієнт запевняє лікаря в тому, що він ретельно виконує призначення щодо контролю глікемії. Лабораторне визначення якого показника крові підтвердить цей факт?

А. Кетонові тіла в сечі.

В. Глюкозильований гемоглобін.

С. Глюкоза в сечі.

D. Толерантність до глюкози.

Завдання 3


Хвора 46 років скаржиться на сухість у роті, спрагу, часте сечовипускання, загальну слабість. При біохімічному дослідженні  виявлено гіперглікемію, кетонемію, у сечі - глюкозу, кетонові тіла. На електрокардіограмі - дифузні зміни в міокарді. У хворої імовірно:

А. Цукровий діабет.

В. Аліментарна гіперглікемія.

С. Гострий панкреатит.

D. Нецукровий діабет.

Е. Ішемічна хвороба серця.

Завдання 4


У регуляції активності ферментів важливе місце належить їх постсинтетичній ковалентній модифікації. Яким із зазначених механізмів здійснюється регуляція активності глікогенфосфорилази і глікогенсинтетази?

А. АДФ-рибозилюванням.

В. Метилюванням.

С. Аденілюванням.

D. Обмеженим протеолізом.

Е. Фосфорилюванням - дефосфорилюванням.

Завдання 5


У дитини з точковою мутацією генів виявлено відсутність глюкозо-6-фосфатази, гіпоглікемію і гепотомегалію. Визначити вид патології, для якої характерні ці ознаки.

А. Хвороба Гірке.

В. Хвороба Корі.

С. Хвороба Аддісона.

D. Хвороба Паркінсона.

Е. Хвороба Мак-Ардла.

Завдання 6


Чоловік 38 років проходить курс лікування в стаціонарі з приводу шизофренії. Вихідний вміст у крові глюкози, кетонових тіл, сечови- ни - у нормі. Шокова терапія регулярними ін’єкціями інсуліну призвела до розвитку інсулінової коми, після чого стан хворого поліпшився. Яка найбільш імовірна причина інсулінової коми?

А. Глюкозурія.

В. Дегідратація тканин.

С. Метаболічний ацидоз.

D. Кетонемія.

Е. Гіпоглікемія.

Завдання 7


У реанімаційне відділення доставлено жінку в непритомному стані. При клінічному дослідженні рівень глюкози в крові - 1,98 ммоль/л, Нb - 82 г/л, еритроцити - 2,1·1012/л, ШОЕ - 18 мм/год, лейкоцити - 4,3·109/л. У хворої імовірно:

А. Гіпоглікемія.

В. Цукровий діабет.

С. Галактоземія.

D. Дефіцит соматотропіну.

Е. Нирковий діабет.

Завдання 8


Хворий на цукровий діабет після введення інсуліну знепритомнів, спостерігаються судоми. Який результат аналізу крові на вміст цукру?

А. 10 ммоль/л.

В. 3,3 ммоль/л.

С. 8 ммоль/л.

D. 1,5 ммоль/л.

Е. 5,5 ммоль/л.

Завдання 9


 При хворобі Іценко-Кушинга (гіперфункція кори наднирників з підвищеною продукцією кортикостероїдів) виникає гіперглікемія. Який процес при цьому стимулюється?

А. Глюконеогенез.

В. Фосфороліз глікогену.

С. Цикл Кребса.

D. Пентозофосфатний шлях окиснення глюкози.

Е. Гліколіз.

Завдання 10


У клініку доставлено пацієнта з ознаками гострого алкогольного отруєння. Які зміни вуглеводного обміну характерні для цього стану?

А.  У печінці знижується швидкість глюконеогенезу.

В.   У печінці посилюється розпад глікогену.

С.  У м’язах переважає анаеробний розпад глюкози.

D.  У печінці посилюється глюконеогенез.

Е. У м’язах посилюється аеробний розпад глюкози.

Відповіді: 1-В, 2-В, 3-А, 4-Е, 5-А, 6-Е, 7-А, 8-D, 9-А, 10-А.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого  необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Реактиви для визна-

чення глюкози в сечі, хім. посуд, фотоелек-троколориметр
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для під-готовки студентів до медичного ліцензійно-го іспиту “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження механізмів метаболічної та гормональної регуляції обміну глюкози. Цукровий діабет”
















Заняття 19
Тема. РОЗВ’ЯЗАННЯ СИТУАЦІЙНИХ ЗАДАЧ ДО ТЕМИ “ЗАГАЛЬНІ ЗАКОНОМІРНОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ” З “КРОК - 1” 


Актуальність теми. Розуміння загальних закономірностей метаболізму є основою формування клінічного мислення майбутнього лікаря.


Мета загальна - уміти використовувати теоретичні знання для розв’язання ситуаційних задач.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Оцінювати клінічну картину, змальовану у ситуаційній задачі.

2 Трактувати біохімічні показники.

3 На підставі оцінки і трактування біохімічних показників робити висновки у вигляді вибору правильної відповіді серед еталонів відповідей.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Збірник тестових завдань “Крок-1” з біохімії / укладачі:                 Л.І. Гребеник,  Л.О. Прімова, І.Ю. Висоцький. - Суми: Вид-во СумДУ, 2005. - Ч. І - С. 4-24; Ч. ІІ - С. 5-66; Ч. ІІІ - №№ задач - 11, 13, 17, 24, 25, 27, 29, 39, 45-47, 49, 51, 58, 68, 69, 71, 79, 84, 85, 88, 90, 93, 96, 97, 99, 110, 112, 114, 117, 119, 126, 127, 130, 131, 133, 137, 138, 146, 148, 155, 156, 159, 161, 164, 174, 180, 182.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 57-71, 86–189.

3. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 115-147, 157-236.

4. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 66–106, 244–345.

5. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 63-151, 165-224.

Теоретичні питання

1 Особливості структури і дії ферментів.

2 Біоенергетика. Загальні шляхи метаболізму.

3 Обмін та функції вуглеводів.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Організаційна части-на
	2
	
	Навчальна аудиторія

	2 Розв’язування тесто-вих задач з “Крок-1”
	75
	Збірник тестових завдань з біохімії для підготовки сту-дентів до медичного ліцензійного іспиту “Крок-1”
	

	3 Підбиття підсумків заняття
	3
	
	


Заняття 20
Тема. ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЛІПІДІВ. ЛІПІДИ БІОМЕМБРАН. ДОСЛІДЖЕННЯ ЛІПОЛІЗУ ТА ЙОГО РЕГУЛЯЦІЇ 


Актуальність теми.  Триацилгліцероли (ТАГ), які депонуються в адипоцитах, використовуються як енергетичне паливо. Процес гідро-лізу ТАГ – лі поліз - активується під дією контрінсулярних гормонів (глюкагону, глюкокортикоїдів, СТГ, АКТГ та ін.), а інгібується інсуліном. У результаті ліполізу утворюються вільні жирні кислоти (ВЖК) і гліцерол. ВЖК - це енергетичні джерела для тканин організму. Гліцерол використовується в печінці й нирках для синтезу глюкози і деяких простих і складних ліпідів. При голодуванні, стресі, ендокринних захворюваннях зміна гормонального статусу організму призводить до змін ліпідного обміну. Майбутній лікар повинен чітко орієнтуватися в причинах і наслідках змін обміну ліпідів і використовувати свої знання у своїй клінічній практиці.

Мета загальна - уміти визначати концентрацію загальних ліпідів у крові з використанням фотоелектроколориметра, інтерпретувати отримані результати.

Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати особливості будови, властивості і біологічну роль основних класів ліпідів.

2 Пояснювати молекулярні механізми гідролізу ТАГ в організмі та регуляцію процесу.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 42-85, 190–194.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 94-109, 237-241.
3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 213–239, 348–349, 364–366.

4. Николаев А.Я. Биологическая химия. - М.: Высшая шк., 1989. -     С. 179-189.

Теоретичні питання

1 Ліпіди: будова, класифікація, біологічні функції основних класів. 

2 Жирнокислотний склад ліпідів - насичені та ненасичені жирні кислоти (фізико-хімічні властивості, вміст у тканинних ліпідах людини).

3 Структура та функції біологічних мембран: а) ліпіди біо-мембран, особливості їх структурної організації, ліпідний склад субклітинних мембран; б) рідинно-мозаїчна модель бу-дови біомембран; в) біофізичні властивості мембран; г) пато-логія мембран.

4 Катаболізм триацилгліцеролів: послідовність реакцій, механізм регуляції активності триацилгліцеролліпази. Нейрогуморальна регуляція ліполізу.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Підготовка дослідної, контрольної і стандартної проб (за мето-дикою).

2 Вимірювання оптичної густини дослідної і стандартної проб проти контрольної.

3 Розрахунок концентрації загальних ліпідів у сироватці крові за формулою й оцінка результатів дослідження.

Методика проведення експериментів
1 Визначення загальних ліпідів у сироватці крові            

Принцип методу: продукти гідролізу ненасичених ліпідів  сірчаною кислотою взаємодіють з фосфорнованіліновим реакти-вом з утворенням забарвленого в рожевий колір комплексу, що має максимум поглинання при довжині хвилі 530 нм.

Хід роботи:






	Реактив, мл
	Дослідна проба
	Контрольна проба
	Стандарт-на проба

	Сироватка крові
	0,01
	-
	-

	Вода
	-
	0,01
	-

	Станд. розчин
	-
	-
	0,01

	Сірчана кислота (к)
	1,0
	1,0
	1,0

	Водяна баня – 10 хв при 1000С

	Охолоджувати 5 хв у холодній воді

	Фосфорно-ваніліновий реактив
	2,0
	2,0
	2,0

	Перемішатти, охолоджувати 2 хв у холодній воді


Вимірюють екстинкцію на ФЕКу при довжині хвилі 500 -     560 нм у кюветі з товщиною шару рідини 1 см проти контролю не пізніше ніж через 10 хв.

Розрахунок
                                           Ед · Сст
                                Сд =                     ,

                                              Ест
де Сд – концентрація загальних ліпідів у досліджуваній
             сироватці крові, г/л;

Ед і Ест – екстинкції досліду і стандарту;

Сст – концентрація ліпідів у стандартній пробі (8 г/л);


Клініко-діагностичне значення. Нормальний вміст загальних ліпідів у крові становить 4-8 г/л. Збільшення їх (гіперліпемію) спостерігають при вживанні великої кількості жиру (в абсорбтивний період), при стресах, ожирінні, цукровому діабеті, ліпоїдному нефрозі, біліарному цирозі печінки, гострому гепатиті (особливо в жовтушний період), гострому і хронічному гломерулонефритах, атеросклерозі, панкреатиті, алкоголізмі.

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

У чоловіка 35 років феохромоцитома. У крові - підвищений рівень адреналіну та норадреналіну, концентрація вільних жирних кислот збільшена в 11 разів. Активація якого ферменту під впливом адреналіну прискорює ліполіз?

А. ТАГ-ліпази.

В. Ліпопротеїдліпази.

С. Фосфоліпази А2.

D. Фосфоліпази С.

Е. Холестеролестерази.

Завдання 2


Арахідонова кислота як незамінний компонент їжі є попередником біологічно активних речовин. Які сполуки синтезуються з неї?

А. Етаноламін.

В. Холін.

С. Норадреналін.

D. Простагландин Е1.

Е. Трийодтиронін.

Завдання 3


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

А. Підвищення активності тригліцеридліпази адипоцитів.

В. Накопичення в цитозолі пальмітоїл-КоА.

С. Активація утилізації кетонових тіл.

D. Активація синтезу аполіпопротеїнів А-1, А-2, А-4.

Е. Зниження активності лецитин-холестерин-ацилтрансферази плазми крові.

Завдання 4


У сечі хворого виявлені кетонові тіла. При якому захворюванні в сечі з’являються кетонові тіла?

А. Цукровий діабет.

В. Гострий гломерулонефрит.

С. Сечокам’яна хвороба.

D. Туберкульоз нирки.

Е. Інфаркт нирки.

Завдання 5


Холестерол є важливим компонентом харчування і може синтезуватися в організмі. Все, що зазначене нижче, свідчить про важливу біологічну роль холестеролу, крім:

А. Синтезу жовчних кислот.

В. Утворення вітаміну Д3.

С. Синтезу стероїдних гормонів.

D. Утворення ефірів холестеролу, що входять до складу мембран.

Е. Синтезу хіломікронів.

Завдання 6


До ненасичених жирних кислот належать усі, названі нижче, крім:

А. Лінолевої.

В. Олеїнової.

С. Стеаринової.

D. Арахідонової.

Е. Ліноленової.

Завдання 7


До складу фосфогліцеридів входять усі  названі сполуки, крім:

А. Холіну.

В. Інозиту.

С. Метіоніну.

D. Серину.

Е. Пальмітату.

Завдання 8


Кардіоліпіни - це ліпіди, які належать до: 

А. Стеридів.

В. Гліцерофосфоліпідів.

С. Сфінголіпідів.

D. Гліколіпідів.

Е. Жирних кислот.

Завдання 9


 До гліцерофосфоліпідів належать усі, названі нижче, крім:

А. Плазманогену.

В. Кардіоліпіну.

С. Лецитину.

D. Цераміду.

Завдання 10


До складу гангліозиду входять всі сполуки, які названі нижче, крім:

А. Сфінгозину.

В. Лецитину.

С. Жирної кислоти.

D. N-ацетилнейрамінової кислоти.

Е. N-ацетилгалактозаміну.

Відповіді: 1-А, 2-D, 3-А, 4-А, 5-Е, 6-С, 7-С, 8-В, 9-D,10-В.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1
	2
	3
	4

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Реактиви для визна-

чення загальних ліпідів у сироватці крові, хім. посуд, фотоелектрон-

колориметр
	


Продовження таблиці
	1
	2
	3
	4

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для під-готовки студентів до медичного ліцензійно-го іспиту“Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження ліполізу та його регуляції”
















                                                              Будова, біологічна роль
Заняття 21
Тема. β-ОКИСНЕННЯ ЖИРНИХ КИСЛОТ. ДОСЛІДЖЕННЯ ОБМІНУ КЕТОНОВИХ ТІЛ


Актуальність теми. Процеси продукції енергії в організмі відбуваються безперервно. Жирні кислоти є найбільш потужними джерелами енергії в клітинах організму, тому що при їх окисненні утворюється енергії більше, ніж при окисненні вуглеводів. Продуктами неповного окиснення жирних кислот є кетонові тіла, які  утворюються в печінці і є додатковими джерелами енергії для позапечінкових клітин. При деяких патологічних і фізіологічних станах зростає продукція кетонових тіл. Збільшення вмісту таких кислих продуктів, як кетонові тіла, порушує кислотно-лужний стан організму. Вивчення β-окиснення жирних кислот і метаболізму кетонових тіл важливо для розуміння механізмів енергопродукції в організмі, а такожз знання метаболічних змін при патологічних процесах (цукровому діабеті, ожирінні, голодуванні тощо).


Мета загальна - уміти визначати кетонові тіла в сечі та інтерпретувати отримані результати.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати механізми β-окиснення жирних кислот.

2 Писати хімізм реакцій синтезу й утилізації кетонових тіл.
3 Пояснювати біохімічні механізми розвитку кетонемії та кетонурії при цукровому діабеті і голодуванні.
Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 194-200.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 241-249.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 366–372.

Теоретичні питання

1 Окиснення жирних кислот (β-окиснення): біологічна роль, етапи, активація жирних кислот.

2 Роль карнітину  в  транспорті  жирних кислот у мітохондрії.

3 Послідовність ферментативних реакцій β-окиснення.

4 Енергетика β-окиснення  жирних кислот. 

5 Кетонові тіла. Реакції біосинтезу та утилізації кетонових тіл, їх  фізіологічне значення. 

6 Метаболізм кетонових тіл за умов патології. Механізми розвитку кетоацидозу при цукровому діабеті та голодуванні. 

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Підготовка відповідних біологічних рідн для дослідження.

2 Додавання реагентів згідно з ходом роботи.

3 Спостереження зміни забарвлення рідин, що досліджуються.

Методика проведення експериментів

1 Якісне визначення ацетону та ацетоацетату в сечі 

1.1 Проба Легаля на ацетон і ацетооцтову кислоту
Принцип методу: ацетон і ацетооцтова кислота з нітропруси-дом натрію в лужному середовищі утворюють продукти реакції, забарвлені в червоний колір. При додаванні концентрованої оц-тової кислоти утворюється комплексна сіль вишнево-червоного кольору. 

Хід роботи: у дві пробірки вливають по 0,5 мл сечі: в першу – здорової людини (контроль), у другу – хворого на цукровий діа-бет. В обидві пробірки додають по 0,5 мл розчину їдкого натрію і по 5-7 крапель нітропрусиду натрію. Спостерігають за появою червоного забарвлення в другій пробірці (сеча хворого). Підкис-люють розчин декількома краплями концентрованої оцтової кислоти. Червоне забарвлення набуває вишневого відтінку. 

1.2 Реакція Герхарда на ацетооцтову кислоту

Принцип методу: принцип методу полягає в тому, що при додаванні до сечі розчину хлорного заліза випадає осад фос-фатів (Fe3PO4). За наявності ацетооцтової кислоти після додавання надлишку хлорного заліза з’являється вишнево-червоне забарвлення. Через деякий час забарвлення блідне внаслідок декарбоксилювання ацетооцтової кислоти і перетворення її в ацетон. При нагріванні реакція проходить значно швидше. 

Хід роботи: у дві пробірки наливають по 2 мл сечі (здорової людини і хворої на цукровий діабет), потім додають по краплях 10% розчин хлорного заліза до припинення утворення осаду фосфатів. Осад відфільтровують. До фільтрату додають ще кілька крапель FeCl3 і спостерігають за появою забарвлення вишневого кольору у пробірці з сечею хворого.


Робота проводиться як дослідна, результати заносять до таблиці 

	Номер пробірки
	Якісні реакції

	
	проба Легаля
	реакція Герхарда

	
	
	


Клініко-діагностичне значення. Із сечею здорової людини виділяється 20-40 мг/добу кетонових тіл. Гіперкетонемію і кетонурію спостерігають при цукровому діабеті, голодуванні, дефіциті вуглеводів у харчуванні, розладах шлунково-кишко–вого тракту, перепродукції гормонів антагоністів інсуліну (кор–тикостероїдів, тироксину, гормонів передньої частини гіпофіза та інших). Зниження кількості кетонових тіл не має клінічного значення. У ранньому дитячому віці тривалі розлади шлунково-кишкового тракту (токсикоз, дизентерія) можуть призвести до кетонемії у результаті хронічного голодування і виснаження.


Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1
При цукровому діабеті глюкоза погано засвоюється тканинами, в крові значно збільшується рівень інших низькомолекулярних речовин, що відіграють роль транспортного водорозчинного енергетичного матеріалу. Це в першу чергу:
А. Кетонові тіла.

В. Молочна кислота.

С. Піровиноградна кислота.

D. α-кетоглутарова кислота.

Е. Оксалат.

Завдання 2


Чоловік 40 років пробіг 10 км за 60 хв. Як зміниться енергетичний обмін у м’язовій тканині?

А. Посилиться гліколіз.

В. Збільшиться швидкість окиснення жирних кислот.

С. Посилиться глюконеогенез.

D. Посилиться глікогеноліз.

Е. Посилиться протеоліз.

Завдання 3


Пацієнт голодує 48 годин. Які речовини використовуються м’язовою тканиною як джерела енергії за цих умов?

А. Кетонові тіла.

В. Гліцерин.

С. Піруват.

D. Лактат.

Е. Амінокислоти.

Завдання 4


Жирні кислоти як висококалорійні сполуки зазнають перетворень у мітохондріях, у результаті яких утворюється велика кількість енергії. Якими шляхами проходять ці процеси?  

А. Трансамінуванням.

В. Декарбоксилюванням.

С. Бета-окисненням. 

D. Дезамінуванням.

Е. Відновленням.

Завдання 5


Пацієнтці з високим ступенем ожиріння як харчову добавку рекомендовано карнітин для покращання “спалювання” жиру. Яку безпосередню участь бере карнітин у процесі спалювання жирів?

А. Транспорт ВЖК із цитозолю в мітохондрію.

В. Транспорт ВЖК із жирових депо в тканини.

С. Бере участь в одній із реакцій бета-окиснення.

D. Активація жирних кислот.

Е. Активація внутрішньоклітинного ліполізу.

Завдання 6


При цукровому діабеті збільшується вміст кетонових тіл у крові, що призводить до метаболічного ацидозу. З якої речовини синтезуються кетонові тіла?

А. Метилмалоніл-КоА.

В. Сукциніл-КоА.

С. Пропіоніл-КоА.

D. Малоніл-КоА.

Е. Ацетил-КоА. 

Завдання 7


При цукровому діабеті й голодуванні у крові збільшується вміст ацетонових тіл, що використовуються як енергетичний матеріал. Назвіть речовину, з якої вони синтезуються:

А. Малат.

В. Сукциніл-КоА.

С. Цитрат.

D. Ацетил-КоА. 

Е. Кетоглутарат.

Завдання 8


 У сечі хворого виявлені кетонові тіла. При якому захворюванні в сечі з’являються кетонові тіла?

А. Цукровий діабет.

В. Гострий гломерулонефрит.

С. Сечокам’яна хвороба.

D. Туберкульоз нирки.

Е. Інфаркт нирки.

Відповіді: 1-А, 2-В, 3-А, 4-С, 5-А, 6-Е, 7-D, 8-А.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття
	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шля-хом розв’язання нав-чальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, офор-млення протоколу
	30
	Дослідні рідини, хім. посуд, реактиви
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових завдань з біохімії для підготовки студен-тів до медичного ліцензійного іспиту “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “β-Окиснення жирних кислот. Дослідження обміну кетонових тіл”






Заняття 22
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ БІОСИНТЕЗУ ЖИРНИХ КИСЛОТ, ТРИАЦИЛГЛІЦЕРОЛІВ І СКЛАДНИХ ЛІПІДІВ. ВИЗНАЧЕННЯ ЗАГАЛЬНИХ ФОСФОЛІПІДІВ У СИРОВАТЦІ КРОВІ


Актуальність теми. Біосинтез ліпідів різних класів є важливою складовою їх метаболізму, що забезпечує організм резервами метаболічного палива у вигляді акумульованих у жировій тканині та клітинах інших органів триацилгліцеролів і є необхідним для поновлення структурних компонентів біомембран.


Мета загальна - уміти характеризувати основні шляхи синтезу жирних кислот, простих і складних ліпідів в організмі людини.


Конкретні цілі, уміти: 

1 Зображати послідовність реакцій синтезу насичених жирних кислот.

2 Пояснювати роботу мультиферментного комплексу синтези ВЖК, що містить ацилтранспортуючий протеїн.

3 Характеризувати метаболічні джерела, механізми регуляції синтезу жирних кислот.

4 Пояснювати механізми елонгації та десатурації насичених жирних кислот.

5 Зображати схеми реакцій синтезу триацилгліцеролів, фосфоліпідів, сфінголіпідів.

6 Характеризувати генетичні аномалії обміну ліпідів - сфінголіпідози, ганглаозидози.

7 Інтерпретувати результати дослідження вмісту фосфоліпідів у сироватці крові.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 201-216.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 250-266.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 373–380, 382–384.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -  С. 231-255.

Теоретичні питання

1 Біосинтез вищих жирних кислот: метаболічні джерела, регуляція, ферментативні реакції синтезу пальмітату.

2 Елонгація насичених жирних кислот, утворення моно- і поліненасичених жирних кислот в організмі людини.

3 Біосинтез триацилгліцеролів: субстрати, послідовність реакцій, ферментне забезпечення.

4 Біосинтез фосфоліпідів у тканинах людини. Поняття про ліпотропні фактори.

5 Метаболізм сфінголіпідів.

6 Генетичні аномалії обміну сфінголіпідів - сфінголіпідози. Лізосомальні хвороби: хвороба Німана-Піка, хвороба Тея-Сакса (гангліозидоз GМ2), гангліозидоз GМ1, хвороба Гоше.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Маркують 3 пробірки - дослідну, стандартну і контрольну.

2 Пробірки заповнюють відповідно до нижченаведеної схеми.

3 Проби витримують 1-2 хв при кімнатній температурі, після чого центрифугують.

4 Надосадову рідину відкидають і далі працюють із осадом.

5 Проби нагрівають на водяній бані 30 хв до знебарвлення, далі обробляють відповідно до ходу роботи.

6 Оптичну густину розчинів визначають фотоколориметричним методом.

7 Розрахунок концентрації фосфору у досліджуваних пробах здійснюють за формулою.

8 У висновках порівнюють концентрацію фосфоліпідів у досліджуваних пробах сироватки крові з нормою.

Методика проведення експерименту

1 Визначення загальних фосфоліпідів у сироватці крові за вмістом фосфату

Принцип методу: загальну концентрацію фосфоліпідів визначають за вмістом ліпідного фосфору. Фосфоліпіди осаджують трихлороцтовою кислотою разом із білками крові. В отриманому осаді визначають вміст фосфору колориметричним методом. 



Хід роботи: Визначення проводять у послідовності, яка наведена у таблиці
	Реактив
	Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл
	Стандартна проба, мл

	Вода
	3,0
	-
	-

	Сироватка
	0,2
	-
	-

	ТХО -10%

(перші 1,5 мл краплями, струшуючи пробірку)
	3,0
	-
	-

	Залишають на 1-2 хв, центрифугують протягом 5 хв 3000 об/хв, надосадову рідину зливають і додають до осаду 

	50-80% хлорна кислота
	1,0
	-
	-

	Нагрівають на киплячій водяній бані протягом 20-30 хв до знебарвлення розчину

	Робочий станд. розчин 
	-
	-
	2,0

	50-80% хлорна кислота
	-
	0,8
	0,8

	Вода
	довести до

 7 мл
	довести до

 7 мл
	довести до

 7 мл

	2,5% молібдат амонію
	1,0
	1,0
	1,0

	1% розчин ейконогену, або аскорбінова кислота
	

1,0
	1,0
	1,0

	Примітка. Перемішують, доводять об’єм розчину в кожній пробірці до 10 мл дистильованою водою


Через 20 хв вимірюють екстинкцію на ФЕКу порівняно з контролем при λ = 630-690 нм (червоний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару рідини 1 см проти контролю.

Розрахунок. Вміст загальних фосфоліпідів визначають за формулою





   ЕД · 0,05




СД =                              25,





   ЕСТ · 0,2

де ЕД і ЕСТ - значення екстинкції досліду і стандарту;

     0,05 - вміст фосфору в стандартному розчині, мг/мл;

     0,2 - об’єм взятої для проби сироватки;

     25 - перерахунок для загальних фосфоліпідів;

     СД - концентрація загальних фосфоліпідів, мг/мл.

Для перерахунку в ммоль/л отриманий результат потрібно помножити на 0,3229.

Клініко-діагностичне значення. Нормальний вміст загаль-них фосфоліпідів у сироватці крові становить 1,5 - 3,6 г/л. Гіпер-фосфоліпідемія - підвищення рівня фосфоліпідів у крові спосте-рігається при тяжкій формі цукрового діабету, нефрозах, хронічних нефритах, застійній жовтяниці тощо. Гіпофосфо-ліпідемія спостерігається при атеросклерозі, недокрів’ї, гарячці, аліментарній дистрофії, захворюваннях печінки.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1


При жировій інфільтрації печінки порушується синтез фосфоліпі-дів. Яка з нижченаведених речовин може підсилювати процеси метилювання в синтезі фосфоліпідів? 

А. Метіонін.

В. Аскорбінова кислота.

С. Глюкоза. 

D. Гліцерин.

Е. Цитрат.

Завдання 2


У робітника хімчистки виявлена жирова дистрофія печінки. Пору-шення синтезу якої речовини в печінці може призвести до цієї патології? 

А. Холевої кислоти.

В. Фосфатидилхоліну.

С. Тристеарину.

D. Фосфатидної кислоти.

Е. Сечовини.

Завдання 3


Хворому 65 років з ознаками загального ожиріння, небезпекою жи-рової дистрофії печінки рекомендовано дієту, збагачену ліпотропними речовинами, серед яких важливе значення має вміст у продуктах: 

А. Вітаміну С.

В. Холестерину.

С. Глюкози.

D. Метіоніну.

Е. Гліцину.

Завдання 4


Виберіть правильну відповідь.

Основним компонентом мультиферментного комплексу - синтази вищих жирних кислот - є: 

А. Карнітин.

В. Ацил-транспортуючий протеїн.

С. Цитрат.

D. Малоніл-КоА-синтаза.

Е. Холін.

Завдання 5


Під час синтезу жирних кислот подовження ланцюга, що росте, відбувається за рахунок приєднання:

А. Малоніл-КоА.

В. Ацетил-КоА.

С. Ацил-КоА.

D. Метил-малоніл-КоА.

Е. Сукциніл-КоА.

Завдання 6


Назвіть молекулярний механізм, за рахунок якого інсулін активує малоніл-КоА-синтазу: 

А. Зворотне інгібування.

В. Частковий протеоліз.

С. Фосфорилювання.

D. Дефосфорилювання.

Е. Метилювання.

Відповіді: 1-А, 2-В, 3-D, 4-В, 5-А, 6-D.
Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	25
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	40
	Сироватка крові, на-бір реактивів, хім. посуд і прилади для визначення концент-рації фосфоліпідів у сироватці крові
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для під-готовки студентів до медичного ліцензійно-го іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження біосинтезу жирних кислот, триацилгліцеролів і складних ліпідів. Визначення загальних фосфоліпідів у сироватці крові”
















Заняття 23
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ БІОСИНТЕЗУ І БІОТРАНСФОРМАЦІЇ ХОЛЕСТЕРОЛУ. ЛІПОПРОТЕЇНИ КРОВІ 


Актуальність теми. Холестерол - основний представник стери-нів тваринного походження - є сполукою, необхідною для нормального функціонування клітин, підтримання стану біомембран, утворення гормонів, вітамінів. Порушення транспорту холестеролу і ТАГ, який здійснюється за рахунок ліпопротеїнів крові, є передумовою виникнення багатьох хвороб людини.



Мета загальна - уміти характеризувати основні етапи біосинтезу холестеролу, шляхи його біотрансформації, транспортні форми ліпопротеїнів.

 
Конкретні цілі, уміти: 

1 Зображати основні етапи синтезу холестеролу та пояснювати механізми регуляції процесу.

2 Схематично зображати основні шляхи біотрансформації холестеролу та характеризувати біологічну роль кінцевих і проміжних продуктів цих шляхів.

3 Пояснювати механізм ресинтезу ТАГ в ентероцитах та зазначати біологічну роль цього процесу.

4 Характеризувати класи ліпопротеїнів крові, методи їх фракціонування.

5 Пояснювати біологічну роль різних класів ліпопротеїнів крові.

6 Інтерпретувати результати визначення загального холестеролу сироватки крові та пояснювати КДЗ цього показника.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 220-229.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 267-280.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 357–364, 384–390, 386–388.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -         С. 256-266.

Теоретичні питання

1 Біосинтез холестеролу: метаболічні попередники, схема послідовності реакцій, регуляція синтезу.

2 Шляхи біотрансформації холестеролу: етерифікація; утворен-ня жовчних кислот, стероїдних гормонів, вітаміну Д3; екскре-ція холестеролу із організму.

3 Роль цитохрому Р-450 в біотрансформації фізіологічно активних стероїдів.

4 Циркуляторний транспорт ліпідів. Ресинтез ТАГ в ентероцитах.

5 Класи ліпопротеїнів крові: хімічний склад, утворення, біологічна роль, методи фракціонування; апопротеїни.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи 1
1 Маркують 2 пробірки - дослідну і стандартну.

2 Пробірки заповнюють відповідно до нижченаведеної схеми.

3 Проби витримують у термостаті протягом 20 хв.

4 Оптичну густину розчинів визначають фотоколориметричним методом.

5 Концентрацію холестеролу в досліджуваних пробах розраховують за формулою.

6 У висновках порівнюють концентрацію холестеролу в пробах крові з нормою.

Методика проведення експерименту.

1 Визначення загального холестеролу сироватки крові за методом Ілька

Принцип методу: холестерол за наявності оцтового ангідриду і суміші оцтової та сірчаної кислот утворює сполуку зеленого кольору. Кількість холестеролу визначають за інтенсивністю забарвлення за допомогою методу колориметрії.

Хід роботи: визначення проводять у послідовності, яка подана в таблиці.

Примітка. Весь посуд повинен бути сухим.

	Реактив
	Дослідна проба, мл
	Стандартна проба, мл

	Робочий розчин (реактив 1)
	2,0
	2,0

	Стандартний розчин
	-
	0,1

	Сироватка крові
	0,1
	-

	Перемішують струшуванням 10-12 разів і ставлять у термостат при  t=370C на 20 хв.

	На ФЕКу при λ=630-680 нм, червоний світлофільтр, товщина кювети - 5 мм, вимірюють значення екстинкції проти води


Розрахунок. Визначають концентрацію холестеролу за формулою

                                                  Ед · Сст 

                                      Х =                        ,

                                                    Ест                           

де Х – вміст холестеролу в досліджуваній сироватці, мг/100 мл;

   Сст – концентрація холестеролу в стандартному розчині, 

   180 мг/100 мл;

     Ед – екстинкція (оптична густина) досліджуваної проби;

     Ест – екстинкція (оптична густина) стандартного розчину;

Коефіцієнт перерахунку в одиниці СІ, ммоль/л, - 0,0258.

Клініко-діагностичне значення. У нормі концентрація холестеролу в сироватці крові становить 3,38 - 6,5 ммоль/л. Гіперхолестеролемія спостерігається при атеросклерозі, цукровому діабеті, механічній жовтяниці, гіпотиреозі. Гіпохолестеролемія – при анеміях, голодуванні, туберкульозі, гіпертиреозі, раковому виснаженні, паренхіматозній жовтяниці, гарячці, при введенні інсуліну. 

Алгоритм лабораторної роботи 2
1 Отримують декілька пробірок з рідиною для дослідження.
2 На сухих скельцях проводять якісну реакцію на жовчні кислоти, відбираючи рідину для дослідження з кожної пробірки.
3 Роблять виснвки про наявність жовчних кислот у пробах.
Методика проведення експерименту.

2 Якісна реакція на жовчні кислоти
Принцип методу: при взаємодії жовчної кислоти з оксиметилфурфуролом, який утворюється із сахарози під дією концентрованої сірчаної кислоти, з'являється червоно-фіолетове забарвлення.
Хід роботи: на сухе скельце наносять 2 краплі жовчі, 2 краплі 20% розчину сахарози і ретельно перемішують скляною паличкою. Потім додають 7 крапель концентрованої H2SO4, перемішують тією самою паличкою. Через 2-3 хв з'являється червоне забарвлення, яке поступово набуває червоно-фіоле-тового кольору.

Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

Хворий страждає на артеріальну гіпертензію, атеросклеротичне ураження судин. Вживання якого ліпіду йому необхідно обмежити?

А. Лецитину.

В. Олеїнової кислоти.

С. Холестерину.

D. Моноолеатгліцерину.

Е. Фосфатидилсерину.

Завдання 2


В організмі людини основним місцем депонування триацилгліце-ролів (ТАГ) є жирова тканина. Разом з тим їх синтез відбувається і в гепатоцитах. У вигляді якої речовини ТАГ транспортуються з печінки в жирову тканину? 

А. Хіломікронів.

В. ЛПДНЩ.

С. ЛПНЩ.

D. ЛПВЩ.

Е. Комплексу з альбуміном.

Завдання 3


При обстеженні хворого виявлено підвищений вміст у сироватці крові ЛПНЩ. Яке захворювання можна передбачити у цього хворого? 
А. Гастрит.

В. Ураження нирок.

С. Гострий панкреатит.

D. Атеросклероз.

Е. Запалення легень.

Завдання 4


Дані суб’єктивного й об’єктивного обстеження дозволяють припус-тити наявність у хворого запального процесу в жовчному міхурі, 

порушення колоїдних властивостей жовчі, ймовірність утворення жовчних каменів. Що може спричинити їх утворення? 

А. Оксалати.

В. Урати.

С. Холестерин.

D. Хлориди.

Е. Фосфати.

Завдання 5


При дослідженні плазми крові пацієнта через 4 години після споживання жирної їжі встановлено її каламутність. Найбільш імовірною причиною цього стану є підвищення концентрації в плазмі: 

А. ЛПВЩ.

В. Хіломікронів.

С. ЛПНЩ.

D. Холестерину.

Е. Фосфоліпідів.

Завдання 6


Наявністю яких ліпідів зумовлена каламутність сироватки крові:

А. Хіломікронів.

В. Холестерину.

С. Жирними кислотами.

D. Тригліцеридами.

Е. Гліцерином.

Завдання 7

Підвищення рівня ЛПВЩ веде до зниження ризику захворювання на атеросклероз. Який механізм антиатерогенної дії ЛПВЩ? 

А. Виводять холестерол з тканин.

В. Постачають холестерол у тканини.

С. Приймають участь у розпаді холестеролу.

D. Активують перетворення холестеролу на жовчні кислоти.

Е. Сприяють всмоктуванню холестеролу в кишечнику.

Відповіді: 1-С, 2-В, 3-Д, 4-С, 5-В, 6-А, 7-А.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати лабораторні досліди.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	30
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	35
	Сироватка крові, хім. посуд і набір реакти-вів для визначення концентрації холесте-ролу в крові
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “ Дослідження біосинтезу і біотрансформації холестеролу. Ліпопротеїни крові”
















Заняття 24
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ МЕТАБОЛІЗМУ В АДИПОЦИТАХ. ОБМІН ГЛІЦЕРОЛУ. БІОХІМІЯ НЕНАСИЧЕНИХ ЖИРНИХ КИСЛОТ 


Актуальність теми. Ліполіз і ліпогенез в адипоцитах регулю-ються з урахуванням загальних енергетичних потреб організму. В цій регуляції беруть учать такі гормони, як інсулін, глюкагон, СТГ, АКТГ, катехоламіни тощо. Крім того, ці процеси пов’язані з вуглеводним обміном. Насамперед ліпогенез в адипоцитах не відбувається без надходження глюкози. 


Знання біохімічних перетворень в адипоцитах дозволяють майбутньому лікарю орієнтуватися не лише в можливих молекулярних наслідках патологій, а також використовувати їх з практичною метою при терапії.



Мета загальна - уміти характеризувати молекулярні механізми ліполізу і ліпогенезу в жировій тканині, пояснювати гормональну регуляцію процесів; характеризувати біологічну роль вітаміну F і особливості метаболізму гліцеролу.


 
Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати хімізм ліполізу в адипоцитах та його гормональну регуляцію.

2 Інтерпретувати участь глюкози в ліпогенезі в адипоцитах та гормональну регуляцію синтезу ТАГ.

3 Пояснювати хімізм метаболізму гліцеролу.

4 Знати біохімію вітаміну F.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 208-209, 190–194, 197.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 245, 258; 261.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 364–366, 376–377.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -        С. 238-241, 268-271.

Теоретичні питання

1 Біосинтез ненасичених жирних кислот: утворення моноєно-вих жирних кислот; особливості перетворень полієнових жирних кислот. 

2 Загальне уявлення про вітамін F: добова потреба, джерела, біологічна роль, наслідки недостатності.

3 Особливості ліпогенезу і ліполізу в жировій тканині; взаємо-зв’язок з метаболізмом вуглеводів. Гормональна регуляція процесів. 

4 Особливості метаболізму гліцеролу: послідовність реакцій катаболізму, енергетичний ефект, участь у реакціях анаболізму.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Підготовка робочої, дослідної і контрольної проб (за стандартною методикою).

2 Вимірювання оптичної густини (екстинкції) робочої і дослідної проб проти контролю.

3 Розрахунок концентрації вільних жирних кислот за формулою і оцінка результатів дослідження.

Методика проведення експерименту

1 Визначення вільних жирних кислот у сироватці крові 

Принцип методу: мідні солі жирних кислот здатні утворю-вати з диетилдитіокарбаматом натрію забарвлені комплексні сполуки, інтенсивність яких пропорційна концентрації вільних жирних кислот і визначається за допомогою методу коло-риметрії.

Хід роботи: беруть дві пробірки з притертими корками, вливають в одну з них 0,5 мл плазми крові, в другу – 1 мл розчину пальмітинової кислоти в хлороформі (стандартна проба). У дослідну пробу вливають 5 мл, а в стандартну – 4,5 мл хлороформу і додають по 2,5 мл мідного реактиву. У третю (контрольну) вливають 5 мл хлороформу і 2,5 мл мідного реактиву. Пробірки закривають корками, струшують протягом    3 хв. Потім їх вміст переносять у центрифужні пробірки і центрифугують при 3000 об/хв протягом 15 хв. Суміш у пробірках розділяється на три шари: хлороформ, білок і вода. Верхню водну фазу, яка містить надлишок мідного реактиву, виливають. Білкову плівку відсувають скляною паличкою вбік на стінку пробірки, а хлороформний шар з екстрагованими 
жирними кислотами переносять у чисті пробірки і додають по 0,5 мл 0,1% розчину диетилдитіокарбамату натрію в бутанолі. Вміст пробірок перемішують. Дослідну і стандартну проби фотометрують на ФЕКу в кюветах товщиною 5 мм при синьому світлофільтрі проти контрольної проби. Вміст вільних жирних кислот розраховують за формулою

                                                  Ед · Сст · 1000

                                      Х =                                      ,

                                                         Ест · 0,5

де Х – концентрація вільних жирних кислот у плазмі, мкмоль/л;

    Сст – концентрація стандартного розчину пальмітинової  кислоти;

Ед – екстинкція дослідної проби;

Ест – екстинкція стандартної проби;

0,5 – кількість плазми, взятої для аналізу; 

    1000 – перерахунок на мкмоль/л.

Клініко-діагностичне значення. У крові здорової людини міститься 640-880 мкмоль/л вільних жирних кислот. Збільшення у крові концентрації неетерифікованих жирних кислот спостері-гають при цукровому діабеті, голодуванні, гіперпродукції або введенні адреналіну. Зменшення вмісту вільних жирних кислот спостерігається після введення інсуліну і глюкози.     


Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

Кислоти, що є незамінними (есенціальними) для організму людини:

А. Ліпоєва, стеаринова, пальмітинова.

В. Олеїнова, лінолева, ліноленова.

С. Пальмітинова, стеаринова, арахідонова.

D. Арахідонова, лінолева, ліноленова.

Е. Масляна, олеїнова, лінолева.

Завдання 2


Жировому переродженню печінки запобігають ліпотропні речови-ни. Які з нижчеперелічених речовин відносять до них?

А. Метіонін.

В. Холестерин.

С. Білірубін.

D. Гліцин.

Е. Глюкозу.

Завдання 3


При повному окисненні гліцеролу в аеробних умовах до СО2 і Н2О енергетичний баланс становить:

А. 1 АТФ.

В. 2 АТФ.

С. 12 АТФ.

D. 22 АТФ.

Е. 38 АТФ.

Завдання 4


З крові гліцерол захоплюється переважно печінкою і фосфорилю-ється під дією:

А. Гліцеролфосфотдегідрогенази.

В. Гліцеролкінази.

С. Гліцеральдегідфосфатдегідрогенази.

D. Фосфофруктокінази.

Е. Тріозофосфокінази.

Завдання 5


У жировій тканині глюкоза є необхідним компонентом синтезу ТАГ. Вона використовується для утворення сполук, які використову-ються при ліпогенезі. Що з переліченого нижче не характеризує участь глюкози в ліпогенезі в жировій тканині?

А. ПФШ постачає НАДФН·Н+ для синтезу жирних кислот.

В. Катаболізм глюкози є джерелом АТФ для ліпогенезу.

С. При аеробному катаболізмі утворюється ацетил-КоА для синтезу жирних кислот.

D. Гліколіз є джерелом ДАФ для утворення гліцерол-3-фосфату.

Е. Проміжні метаболіти гліколізу беруть участь у регуляції активності ТАГ-ліпази.

Відповіді:  1-Д, 2-А, 3-Д, 4-В, 5-Е.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	35
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	30
	Хім. реактиви для ви-значення вільних жир-них кислот у сироват-ці крові, хім. посуд, фотоелектроколори-метр
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження механізмів метаболізму в адипоцитах. Обмін гліцеролу.  Біохімія ненасичених жирних кислот”













Заняття 25
Тема. ДОСЛІДЖЕННЯ РЕГУЛЯЦІЇ І ПОРУШЕННЯ ОБМІНУ ЛІПІДІВ. ВЗАЄМОЗВ’ЯЗОК МЕТАБОЛІЗМУ ЛІПІДІВ І ВУГЛЕВОДІВ 


Актуальність теми. Порушення обміну ліпідів, такі, як атеро-склероз, ожиріння, цукровий діабет, є основною причиною захворю-ваності та смертності сучасної людини.



Мета загальна - уміти характеризувати основні механізми регуляції обміну та причини розвитку порушень метаболізму ліпідів.
Конкретні цілі, уміти: 

1 Пояснювати механізми регуляції основних шляхів обміну ліпідів.

2 Характеризувати порушення метаболізму ліпідів при цукровому діабеті, ожирінні, атеросклерозі, жировому переродженні печінки, жовчнокам’яній хворобі.

3 Класифікувати типи гіперліпопротеїнемій та пояснювати роль атерогенних ліпопротеїнів у виникненні атеросклерозу.

4 Пояснювати взаємозв’язок основних шляхів обміну ліпідів і вуглеводів.

5 Інтерпретувати результати визначення ліпопротеїнів у сироватці крові і пояснювати КДЗ показника.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 229–233.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 280-285.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 380–382, 389–393.

4. Марри Р. и соавт. Биохимия человека. – М.: МИР, 1993. –  Т.1. -      С. 225-298; Т.2. - С. 127-146.

Теоретичні питання

1 Механізми регуляції основних шляхів метаболізму ліпідів. Гормональна регуляція ліпідного обміну.

2 Порушення метаболізму ліпідів при цукровому діабеті.

3 Метаболічні причини розвитку жирової інфільтрації печінки.

4 Порушення метаболізму холестеролу: біохімічні механізми розвитку жовчнокам’яної хвороби.

5 Гіперліпопротеїнемії: класифікація, загальна характеристика. Гіперальфаліпопротеїнемія. Роль атерогенних ліпопротеїнів у виникненні атеросклерозу.

6 Біохімія ожиріння.

7 Взаємозв’язок метаболізму ліпідів і вуглеводів.

На занятті ви повинні будете виконати експериментальну частину роботи згідно з алгоритмом лабораторної роботи та методикою її проведення.

Алгоритм лабораторної роботи

1 Для дослідження використовують сироватку крові.

2 Дослідження виконують відповідно до ходу роботи.

3 Вміст ЛПНЩ визначають фотоколориметричним методом.

4 Розрахунок вмісту ЛПНЩ у крові проводять за формулою.

5 Отримані результати порівнюють із референтним показником вмісту ЛПНЩ у крові.

Методика проведення експериментів
1 Визначення вмісту β-ліпопротеїнів (ЛПНЩ) у сироватці 

Принцип методу: метод полягає у здатності β-ліпопротеїнів (ЛПНЩ) осаджуватися за наявності хлориду кальцію і гепарину, що спричиняє каламутність розчину, ступінь якого пропорційний вмісту β-ліпопотеїнів (β-ЛП).

Хід роботи: у пробірку вливають 2 мл 0,025 М розчину СаСl2, додають 0,2 мл сироватки, ретельно перемішують і вимірюють оптичну густину розчину (Е1) на ФЕКу при довжині хвилі 360–630 нм (червоний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 0,5 см проти дистильованої води. Розчин з кювети переливають у пробірку, доливають мікропіпеткою 0,04 мл 1% розчину гепарину, перемішують і рівно через 4 хв визначають оптичну густину розчину (Е2) за таких самих умов.

Різниця екстинкції (Е2 - Е1) відповідає оптичній густині, зумовленій вмістом β-ліпопротеїнів.

Розрахунок. Вміст β-ЛП виражають в одиницях оптичної густини, перемноживши її на 100:

                        Х  =  (Е2 - Е1) · 100.

Клініко-діагностичне значення. У нормі вміст β-ЛП стано-вить 35-55 од. Збільшення β-ліпопротеїнів спостерігається при атеросклерозі, механічній жовтяниці, гепатитах, діабеті, ожирінні та ін. Потрібно проводити кореляційну залежність між вмістом триацилгліцеролів (ТАГ), холестеролу і β-ліпопротеїнів. З’ясовано, що підвищення в плазмі концентрації як холестеролу, так і ТАГ супроводжується збільшенням вмісту β-ліпопротеїнів.


Після проведення експериментальної частини ви повинні оформити протокол лабораторної роботи.

Виконайте завдання та перевірте правильність їх розв’язання з еталоном відповіді.

Завдання 1

При ненадходженні чи недостатньому утворенні в організмі люди-ни ліпотропних факторів у неї розвивається жирове переродження печінки. Яку з наведених речовин можна зарахувати до ліпотропних факторів?

А. Холін.

В. Холестерин.

С. Триацилгліцериди.

D. Жирні кислоти.

Е. Рибофлавін.

Завдання 2


Під час аналізу крові виявлено високий вміст холестерину в β-ліпо-протеїновій фракції. Які можливі наслідки для організму цього явища? 

А. Виникнення атеросклерозу.

В. Цукрового діабету.

С. Ожиріння.

D. Гіпертонія.

Е. Жовтяниця.

Завдання 3


Підвищення рівня ЛПВГ приводить до зниження ризику захворювання атеросклерозом. Який механізм антиатерогенної дії ЛПВГ? 
А. Виводять холестерин із тканин.

В. Поставляють тканинам холестерин.

С. Беруть участь у розпаді холестерину.

D. Активують перетворення холестерину в жовчні кислоти.

Е. Сприяють усмоктуванню холестерину в кишечнику.

Завдання 4


У хворої дитини при аналізі крові встановлено спадкову гіперліпо-протеїнемію. Генетичний дефект синтезу якого ферменту обумовлює цю патологію? 

А. Ліпопротеїнліпази.

В. Глікозидази.

С. Протеїнази.

D. Гемсинтетази.

Е. Фенілаланінгідроксилази.

Завдання 5


Хворий страждає на гіпертонію, атеросклеротичне ураження судин. Назвіть, вживання якого ліпіду йому необхідно знизити в добовому раціоні. 

А. Холестерину.

В. Олеїнової кислоти.

С. Лецитину.

D. Моноолеатгліцериду.

Е. Фосфатидилсерину.

Завдання 6


Який із перелічених гормонів знижує швидкість ліполізу в жировій тканині?

А. Інсулін.

В. Адреналін.

С. Гідрокортизон.

D. Соматотропін.

Е. Норадреналін.

Відповіді: 1-А, 2-А, 3-А, 4-А, 5-А, 6-А.

Короткі методичні вказівки до роботи студентів на практичному занятті

Заняття починається з розв’язання навчальних задач, після чого необхідно виконати досліди лабораторної роботи.

У кінці заняття проводяться тестовий контроль, аналіз результатів роботи, у яких беруть участь всі студенти під керівництвом викладача.

Технологічна карта проведення практичного заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Корекція знань та вмінь студентів шляхом розв’язання навчальних задач
	45
	Довідкові дані, набір завдань
	Навчальна аудиторія

	2 Виконання лабора-торної роботи, оформлення протоколу
	20
	Сироватка крові, хім. посуд і набір реакти-вів для визначення вмісту ЛПНЩ у крові
	

	3 Тестовий контроль
	10
	Збірник тестових зав-дань з біохімії для підготовки студентів до медичного ліцен-зійного іспиту   “Крок-1”
	

	4 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Дослідження регуляції і порушення обміну ліпідів. 

Взаємозв’язок метаболізму ліпідів і вуглеводів”
















Заняття 26
Тема. КОНТРОЛЬ ЗАСВОЄННЯ МОДУЛЯ 1 

“ЗАГАЛЬНІ ЗАКОНОМІРНОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ. МЕТАБОЛІЗМ ВУГЛЕВОДІВ, ЛІПІДІВ ТА ЙОГО РЕГУЛЯЦІЯ” 


Актуальність теми. З вивчення загальних закономірностей обміну макромолекул в організмі починається засвоєння студентами не лише біохімічних знань, а також методичних прийомів під час вивчення біохімії взагалі. Контроль цих знань є важливим для систематизації інформації і доопрацювання тих тем, які були не повністю засвоєні.


Обмін вуглеводів займає центральне місце в метаболізмі біомолекул в організмі людини і тісно пов’язаний з перетворенням ліпідів. Розуміння основних закономірностей біотрансформації біомолекул і процесів регуляції різноманітних шляхів обміну є основою для засвоєння подальших біохімічних знань. Контроль знань є важливим для систематизації засвоєної інформації, її узагальнення і практичного застосування. Крім того, важливим елементом контролю є оцінювання практичних навичок, які студенти отримали впродовж тем модуля 1.


Мета загальна - уміти систематизувати і чітко формулювати засвоєний матеріал, давати обґрунтовані відповіді на поставлені запитання, робити висновки, використовувати отримані знання для розв’язання ситуаційних задач та інтерпретації показників клініко-лабораторних досліджень. 


Конкретні цілі, уміти:

1 Відповідати чітко і лаконічно на питання теми модуля 1.

2 Зображати хімічні формули 20 стандартних амінокислот, структури пептидів, олігонуклеотидів, нуклеотидів, нуклеозидів, азотистих основ, НАД, ФАД, убіхінону.

3 Пояснювати механізм дії ферментів.

4 Зображати хімічні реакції циклу лимонної кислоти, пояснювати принципи функціонування та механізми регуляції.

5 Зображати структуру дихального ланцюга та пояснювати механізм функціонування.

6 Зображати структурні формули представників окремих класів ліпідів і вуглеводів, схеми основних метаболічних шляхів.
7 Пояснювати механізми регуляції обміну вуглеводів і ліпідів.

8 Пояснювати принципи методів і КДЗ відповідних дослідів. 
9 Інтерпретувати результати біохімічних досліджень.

Під час підготовки до заняття користуйтеся літературою:

1. Губський Ю.І. Біологічна хімія. - Київ; Тернопіль: Укрмедкнига, 2000. - С. 18–55, 72–142, 190–233.

2. Губський Ю.І. Біологічна хімія. – Київ - Вінниця: НОВА КНИГА, 2009. – С. 34-181, 187-285.

3. Гонський Я.І. Біохімія людини / Я.І. Гонський, Т.П. Максимчук. - Тернопіль: Укрмедкнига, 2002. - С. 15–103, 244–283, 348–393.

Теоретичні питання

1 Загальна характеристика та біологічні функції білків і пептидів.

2 Амінокислотний склад білків та пептидів: будова, сучасні класифікації, біологічна роль.

3 Фізико-хімічні властивості амінокислот.

4 Сучасні методи визначення амінокислотного складу білків (електрофорез, хроматографія)

5  Рівні структурної організації білків. Хімічні зв’язки в білковій молекулі.

6 Фізико-хімічні властивості білків. Амфотерність. Ізоелектрична точка (рІ).

7 Розчинність білків. Термодинамічна стабільність білкових молекул, денатурація.

8 Методи виділення білків з біооб’єктів, їх фракціонування та аналіз будови.

9 Сучасні класифікації білків. Загальна характеристика простих білків, їх роль.

10  Природні пептиди: класифікація, біохімічна характеристика.

11  Складні білки: класифікація, представники, вміст в організмі людини.

12  Загальна характеристика хромопротеїнів, особливості структури, біологічна роль.

13  Гемопротеїни: міоглобін, гемоглобін, цитохроми. Їх біологічні функції та структурні особливості. Загальна характеристика гемоглобінопатій і таласемій. Нормальний вміст гемоглобіну в крові. 

14  Флавопротеїни: особливості будови та роль в організмі.

15  Глікопротеїни: класифікація, особливості структури, поширення, біологічні функції.

16  Нуклеотиди: будова, структурні компоненти, номенклатура, біологічна роль.

17  Мінорні азотисті основи та нуклеотиди. Вільні нуклеотиди: участь у метаболічних реакціях та їх регуляції.

18  Нуклеїнові кислоти: особливості структурної організації, фізико-хімічні властивості, біологічні функції ДНК і РНК. Експериментальне доведення генетичної ролі ДНК (феномен трансформації).

19  Фізико-хімічні властивості нуклеїнових кислот.
20  Хімічна природа ферментів. Загальна характеристика ферментів як біологічних каталізаторів.

21  Міжнародна класифікація та номенклатура ферментів. Класи ферментів.

22  Хімічна структура ферментів: будова ферментних білків, олі-гомерні білки-ферменти. Функціональні ферментні системи.
23  Кофактори та коферменти: структурна характеристика, влас-тивості, класифікація, зв’язок з вітамінами. Типи реакцій, які каталізують окремі класи коферментів.
24  Механізм дії ферментів: гіпотези ферментативного каталізу  Е. Фішера та Д. Кошленда. 

25  Механізм дії ферментів: молекулярні механізми ферментативного каталізу.
26  Механізм дії ферментів: стадії ферментативного каталізу, утворення фермент-субстратного комплексу. Термодинаміч-ні закономірності ферментативного каталізу. 

27  Кінетика ферментативних реакцій: залежність швидкості реакції від концентрації субстрату, ферменту, рН та температури. Кінетика алостеричних ферментів. 

28  Рівняння Міхаеліса - Ментен і графічне зображення його компонентів. Використання Кm для характеристики актив-ності ферментів і передбачення можливості перебігу метаболічних процесів у клітині. 

29  Загальні принципи та методи визначення одиниці виміру активності та кількості ферментів.
30  Множинні форми ферментів – ізоферменти. Використання ізоферментів для диференціальної діагностики. 

31  Регуляція активності ферментів. Активатори, інгібітори. Види інгібування активності ферментів. 

32  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: регуляція каталітичної активності ферментів; алостеричні ферменти, ковалентна модифікація ферментів. 

33  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: протеолітична активація, дія регуляторних білків – ефекторів, компартментація ферментативних процесів. 

34  Шляхи та механізми регуляції ферментативних процесів: зміна кількості ферментів у клітині. Циклічні нуклеотиди в регуляції ферментативних процесів. 

35  Використання ферментів у медицині. Імобілізовані ферменти.
36  Ензимопатії – уроджені (спадкові) вади метаболізму вуглеводів, амінокислот, порфіринів, пуринів.
37  Ензимодіагностика патологічних процесів та захворювань.
38  Ензимотерапія – застосування ферментів, їх активаторів та інгібіторів у медицині.
39  Загальні закономірності обміну речовин: катаболічні, анаболічні та амфіболічні шляхи метаболізму. Анаплеротичні реакції. Стадії катаболізму біомолекул в організмі.
40  Загальна характеристика циклу лимонної кислоти: внутрішньоклітинна локалізація, біологічна роль, схема функціонування.
41  Ферментативні реакції ЦЛК. Анаплеротичні та амфіболічні реакції циклу трикарбонових кислот.
42  Регуляція ЦЛК. Енергетичний баланс ЦЛК. 
43  Екзергонічні та ендергонічні біохімічні реакції. Роль АТФ та інших макроергічних фосфатів у поєднанні з екзергонічними та ендергонічними процесами.
44  Біологічне окиснення: типи реакцій (дегідрогеназні, оксидазні, оксигеназні) та їх біологічне значення. Тканинне дихання.
45  Ферменти біологічного окиснення в мітохондріях: піридин-, флавінзалежні дегідрогенази, цитохроми.
46  Молекулярна організація мітохондріального ланцюга біоло-гічного окиснення. Компоненти дихального ланцюга, їх ре-

докс-потенціали, молекулярні комплекси внутрішніх мембран мітохондрій.
47  Хеміосмотична теорія окисного фосфорилювання: механізм поєднання. АТФ-синтетаза мітохондрій.
48  Окисне фосфорилювання: коефіцієнт окисного фосфорилю-вання, пункти поєднання окиснення та фосфорилювання. Роль бурої жирової тканини в термогенезі.
49  Регуляція тканинного дихання й окисного фосфорилювання. Дихальний контроль. Інгібітори та роз’єднувачі електронного транспорту й окисного фосфорилювання, їх біомедичне значення.
50  Мікросомальне окиснення: цитохром Р-450, молекулярна організація ланцюга.
51  Активні форми кисню і механізми їх інактивації.
52  Вуглеводи: визначення, класифікація. Будова, властивості, роль представників окремих класів.
53  Анаеробне окиснення глюкози: послідовність реакцій, ферменти. Клінічні аспекти метаболізму глюкози в анаеробних умовах.
54  Анаеробне окиснення глюкози: регуляція, реакції субстратного фосфорилювання, енергетичний ефект. Гліколітична оксидоредукція. Особливості метаболізму глюкози в еритроциті.
55  Аеробне окиснення глюкози: етапи, енергетичний баланс. Човникові механізми окиснення гліколітичного НАДН. Ефект Пастера.
56  Фосфоролітичний шлях розщеплення глікогену в печінці та м’язах. Регуляція активності глікогенфосфорилази. Генетичні порушення метаболізму глікогену.
57  Біосинтез глікогену: ферментативні реакції, фізіологічні значення. Регуляція активності глікогенсинтази.
58  Механізми реципрокної регуляції глікогенолізу та глікогенезу. Роль адреналіну, глюкагону та інсуліну в гормональній регуляції обміну глікогену в м’язах і печінці.
59  Глюконеогенез: субстрати, ферменти та фізіологічне значення процесу. Глюкозо-лактатний (цикл Корі) та глюкозо-аланіновий цикл.
60  Пентозо-фосфатний шлях окиснення глюкози: схема процесу, біологічне значення, регуляція, порушення процесу.
61  Метаболічні шляхи перетворення фруктози: спадкові ензи–мопатії її обміну.
62  Метаболічні шляхи перетворення галактози: спадкові ензимопатії її обміну.
63  Окиснювальне декарбоксилювання пірувату: реакції, регу-  ляція, клінічні аспекти.
64  Метаболізм вуглеводних компонентів глікокон’югатів: син-тез О- та N-зв’язаних глікопротеїнів. Генетичні порушення метаболізму глікокон’югатів.
65  Механізми регуляції концентрації глюкози в крові. Порушення обміну вуглеводів при цукровому діабеті.
66  Загальна характеристика ліпідів: будова, функції пред-ставників окремих класів. Жирні кислоти, будова, роль.
67  Катаболізм ТАГ у жировій тканині: послідовність реакцій, механізми регуляції активності ТАГ-ліпази. Нейрогуморальна регуляція ліполізу.
68  Реакції окиснення жирних кислот (β-окиснення), роль  карнітину в транспорті жирних кислот у мітохондрії.
69  Енергетичний баланс β-окиснення жирних кислот у клітинах. Катаболізм гліцеролу: ферментативні реакції, біоенергетика.
70  Кетонові тіла. Реакції біосинтезу та утилізації кетонових тіл, фізіологічне значення.
71  Порушення обміну кетонових тіл за умов патології (цукровий діабет, голодування).
72  Біосинтез вищих жирних кислот. Етапи та реакції біосинтезу насичених жирних кислот (пальмітату).
73  Біосинтез вищих жирних кислот: джерела НАДФН·Н+, балансове рівняння реакції синтезу пальмітату, регуляція процесу.
74  Елонгація жирних кислот. Біосинтез моно- та поліне-насичених жирних кислот в організмі людини.
75  Біосинтез триацилгліцеролів. Особливості ліпогенезу в адипоцитах.
76  Метаболізм сфінголіпідів. Генетичні аномалії обміну сфінголіпідів - сфінголіпідози.
77  Біосинтез холестеролу: схема реакцій, регуляція синтезу. Шляхи біотрансформації холестеролу.
78  Циркуляторний транспорт ліпідів. Ліпопротеїни плазми крові. Гіперліпопротеїнемія.
79  Патології ліпідного обміну: атеросклероз, ожиріння, цукровий діабет.

Короткі методичні вказівки для роботи студентів на практичному занятті

Заняття є підсумковим з питань модуля І і складається з 2 частин. У першій частині кожен студент отримує набір тестів з 25 питань. У другій частині - варіант, у якому п’ять теоретичних питань.

Технологічна карта проведення підсумкового заняття

	ЕТАП
	Час, хв
	Навчальні матеріали
	Місце проведення

	1 Тестування з питань “Крок–1”
	25
	“Збірник тестових завдань з біохімії для підготовки студентів до державного ліцен-зійного іспиту”
	Навчальна аудиторія

	2 Опитування з тео-ретичних питань теми
	50
	Набір варіантів теоретичних питань
	

	3 Аналіз і підбиття підсумків заняття
	5
	
	


Граф логічної структури теми “Контроль засвоєння модуля І “ЗАГАЛЬНІ ЗАКОНОМІРНОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ. МЕТАБОЛІЗМ ВУГЛЕВОДІВ, ЛІПІДІВ ТА ЙОГО РЕГУЛЯЦІЯ” 










Додаток А
Таблиця А.1 - Таблиця лабораторних показників
	Загальний аналіз крові

	1
	2

	Показник
	Норма

	Еритроцити
	Чоловіки: 4,0 - 5,0 * 1012/л

	
	Жінки: 3,9 - 4,7*1012/л

	Гемоглобін
	Чоловіки: 135 - 180 г/л

	
	Жінки: 120-140 г/л

	Кольоровий показник
	0,85 - 1,15

	Ретикулоцити
	0,2 - 1 %

	Тромбоцити
	180,0 - 320,0 *109/л

	Лейкоцити
	4,0 - 9,0 *109/л

	Базофіли
	0 – 0,065 * 109/л (0 - 1%)

	Еозинофіли
	0,02 - 0,30 * 109/л (0,5 - 5%)

	Паличкоядерні нейтрофіли
	0,04 - 0,30 * 109/л (1 - 6%)

	Сегментоядерні нейтрофіли
	2,0 - 5,50 * 109/л (47 - 72%)

	Моноцити
	0,09 - 0,60 * 109/л (3 - 11%)

	Лімфоцити
	1,2 - 3,0 * 109/л (19 - 37%)

	Швидкість зсідання 

еритроцитів
	Чоловіки: 2 – 10 мм/год

	
	Жінки: 2 – 15 мм/год

	Гематокрит
	Чоловіки: 40 – 48 %

	
	Жінки: 36 – 42 %

	Біохімічний аналіз крові

	Загальний білок
	65 - 85 г/л

	Альбуміни
	35 - 50 г/л (52-65%)

	Глобуліни:
	23 - 35 г/л (35-48%)

	α1-глобуліни
	2 – 4 г/л (4,2-7,2%)

	α2-глобуліни
	5 – 9 г/л (6,8-12%)

	β-глобуліни
	6 - 11 г/л (9,3-15%)

	γ-глобуліни
	11 - 15 г/л (15-19%)

	А/Г – коефіцієнт
	1,2 - 2,0


Продовження таблиці А.1
	1
	2

	Імуноглобуліни:
	

	ІgD
	0 - 0,15 г/л

	ІgG
	50 - 112,5 мкмоль/л

	ІgM
	0,6 - 2,5 мкмоль/л

	ІgA
	5,6 - 28,1 мкмоль/л

	ІgE
	0,3 - 30 нмоль/л

	Білірубін:
	

	загальний
	8,5 - 20,5 мкмоль/л

	вільний 

(непрямий, некон'югований)
	1,7 - 17,1 мкмоль/л

	зв'язаний 

(прямий, кон'югований)
	0,86 - 5,1 мкмоль/л

	Ліпіди (загальний вміст)
	5 - 7 г/л

	Тригліцериди
	0,59 - 1,77 ммоль/л

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

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

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

	Ліпопротеїни:
	

	дуже низької густини (пре-β- ліпопротеїни)
	1,5 - 2,0 г/л 
(90,63 - 0,69 ммоль/л)

	низької густини 
(β-ліпопротенїни)
	3 - 4,5 г/л  
(3,06 - 3,14 ммоль/л)

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

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

	Глюкоза крові
	3,3 - 5,5 ммоль/л

	Глікований (глікозильований) гемоглобін
	4 - 7%

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

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

	Залізо крові
	8,53 - 28,06 мкмоль/л

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


Продовження таблиці А.1
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	Натрій крові (плазма)
	138 - 217 ммоль/л

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

	Магній (плазма)
	0,78 - 0,91 ммоль/л

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

	Хлориди крові
	97 - 108 ммоль/л

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

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

	Креатинін
	53 - 106,1 мкмоль/л

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

	
	Жінки:
 45,75 - 76,25 мкмоль/л

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

	
	Жінки: 
0,12 - 0,46 мкмоль/л

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

	Альдолаза
	0,2 -1,2 моль/(година∙л)

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

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

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

	Холінестераза
	160-340 моль/(година∙л)

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

	Креатинкіназа
	0,152-0,305 моль/(год∙л)

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

	Ліпаза
	0,4-30 ммоль/(година∙л)

	Коагулограма

	Протромбіновий індекс
	80 – 100%

	Час рекальцифікації плазми 
	60 – 120 с

	Тромботест
	IV – V ступінь

	Фібриноген
	5,9 - 11,7 мкмоль/л
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	Фібриноген В
	Негативний

	Фібринолітична активність
	183 - 263 хв.

	Толерантність плазми до гепарину
	3 – 6 (7 – 11) хв.

	Час зсідання крові за Лі-Уайтом
	5 – 10 хв.

	Тривалість кровотечі за Дюком
	До 4 хв.

	Ретракція кров′яного згустка
	44-65% (індекс рефракції 0,3 – 0,5)

	Показники кислотно-лужного стану

	рН, артеріальна кров
	7,4

	рН, венозна кров
	7,35

	Напруга вуглекислого газу, Рсо2:
	

	артеріальна кров
	40 мм.рт.ст.

	венозна кров
	46 мм.рт.ст.

	Напруга кисню, Ро2, 

артеріальна кров
	75 – 105 мм.рт.ст.

	Надлишок (дефіцит основ) (ВЕ)
	± 2,3 ммоль/л

	Загальні буферні основи 
крові (ВВ)
	45 – 50 ммоль/л

	Стандартний бікарбонат (В):
	

	артеріальна кров
	24 ммоль/л

	венозна кров
	26 ммоль/л

	Справжній бікарбонат (АВ)
	27 ммоль/л

	Інші показники крові

	Кортизол, сироватка
	230 – 750 нмоль/л

	Осмоляльність, сироватка
	275 – 295 мосмоль/кг

	Паратгормон, сироватка
	42,6 ±9,31пмоль/л 

	Соматотропний гормон
	0 – 118 пмоль/л

	Тиреотропний гормон (ТТГ), сироватка або плазма
	128 ± 28 пмоль/л

	Тироксин (Т4), сироватка
	65 – 155 нмоль/л

	Трийодтиронін (Т3), сироватка
	1,77 – 2,43 нмоль/л


Продовження таблиці А.1
	Феритин, сироватка
	Чоловіки: 96±7,63 мкг/л

	
	Жінки: 45,5±4,58 мкг/л

	α1-серомукоїд
	12,47 – 31,75 мкмоль/л

	Тимолова проба
	До 5 ОД

	Сіалові кислоти
	550 - 790 мг/л

	С-реактивний білок
	Негативний

	Антистрептолізин-0 (АСЛ-0)
	250 ОД

	Антистрептогіалуронідаза (АСГ)
	250 ОД

	Показники сечі

	Відносна густина сечі
	1,016 – 1,022

	Формені елементи сечі: за мето-

дом Каковського-Аддіса:
	

	лейкоцити
	До 2 *106/добу

	еритроцити
	До 1 *106/добу

	циліндри
	До 2 *104/добу

	за Нечипоренко:
	

	лейкоцити
	До 4 *106/добу

	еритроцити
	До 1 *106/добу

	Білок загальний
	45,0-75,0 мг/добу

	Калій
	38-77 ммоль/добу

	Кальцій
	2,5-7,5 ммоль/добу

	Кліренс креатиніну
	Чоловіки: 97-137 мл/хв

	
	Жінки: 88-128 мл/хв

	Сечова кислота
	1,48-4,43 ммоль/добу

	Натрій
	Коливається залежно від дієти

	Оксалати
	90-445 мкмоль/л

	Хлориди
	4,1-13,7 мкмоль/добу

	17-кетостероїди
	Чоловіки: 
27,7-79,7 мкмоль/добу

	
	Жінки:
17,4-55,4 мкмоль/добу

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


Продовження таблиці А.1
	Альфа-амілаза (діастаза) в сечі
	28-160 г/(година∙л)

	Креатинін сечі
	Чоловіки: 
6,8-17,6 ммоль/добу

	
	Жінки: 
7,1-15,9 ммоль/добу

	Сечовина
	30 г/добу
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Біохімія





Нова інформація.


Пояснення меха-нізмів функціо-нування органів і тканин у нормі й при патології.


 Установлення діагнозу.


Моніторинг лікування.


Прогноз захворювання





Біохімічні лабораторні дослідження





Біохімічні компоненти клітини





Принципи проведення





Похибка лаб. діагностики:





Мета





Класи біомолекул





Похибки підготовки.


Похибка добору і зберігання мате-ріалу.


Аналітичні (лабо-раторні) похибки.


Похибка інтерпретації результатів





Білки, пептиди, АК, НК, нуклеотиди, ву-глеводи, ліпіди, віта-міни, гормони, біо-енергетичні сполуки





Матеріал





Критерії оцінки





Методи





Принципи забору матеріалу





Достовірність.


Точність.


Специфічність.


Чутливість.


Похибка





Стандартна підготовка хворого.


Правила забору крові (венозна, артеріальна, капілярна).


Забір сечі (одноразо–вий, добовий)





Кров, сеча, спинномозкова рідина


дуоденальний вміст, піт, 


ексудати, транссудати, 


амніотична рідина





Амінокислотний склад





Методи дослідження





Класифікація





Біуретова, нінгідринова, ксантопротеїнова, нітропрусидна, Фоля, Адамкевича, Сакагучі, Мілона





Електро-форез





Хромато-графія





Утворення пептидних зв’язків





Стереохімічні властивості





Електрофо-ретична рухливість





Формули 


20 станд. 


 а. к.





Фізико-хімічні властивості





D-а.к





L-а.к.





Будова





Негативно заряджені





Позитивно заряджені





Полярні незаряджені





Неполярні





Замінні





Біологічна





Сучасна раціональна





Амфотер-ність





Незамінні





Кольорові реакції





1 Іонообмінна.


2 Афінна.


3 Розподільна.


4 Адсорбційна.


5 Гель-хроматографія








Хроматографія





Ультра-центрифу-гування





Електрофорез





1 Аналіз С- і N-кінцевих залишків.


2 Фермента-тивний гідроліз.


3 Кислотний гідроліз.


4 Ступінчаста деградація за методом      П. Едмана





Методи визначення АК складу





1 Реакції осадження.


2 Реакції висолювання.


3 Гомогенізація.


4 Діаліз








Методи виділення





Методи дослідження





1 Протаміни.


2 Проламіни.


3 Гістони.


4 Глютеліни.


5 Альбуміни.


6 Глобуліни





1 Амфотерність


2 Розчинність.


3 Денатурація.


4 Взаємодія з хімічними лігандами





Пептиди





Прості





Складні





Класифікація білків





Фізико-хімічні властивості





Білки





1 Гормони.


2 Пептиди ШКТ.


3 Пептиди α2-глобулінів крові.


4 Нейропептиди





Методи фракціонування





Складні білки





Методи дослідження





Класифікація





Представники





Фосфопротеїни





Нуклеозиди





Представники





Роль





Гемопротеїни





Роль





Будова





Ліпопротеїни








Хромопротеїни








Металопротеїни





Глікопротеїни





Флавопротеїни





Нуклеопротеїни





Основні пред-ставники





Будова








Фізико-хімічні властивості  ДНК, РНК





Особливості будови небілкової частини





Гемоглобін: роль, будова, сполуки, порушення син-тезу, діагностич-не значення виз-начення в крові





Міоглобін: роль, будова, діагно-стичне значення визначення в крові





Нуклеотиди





Азотисті основи





Ферменти





Методи виділення і фракціонування





Властивості





Одиниці активності





Класифікація





Структура





Мембранно-асоційовані  комплекси





1 Оксидоредуктази.


2 Трансферази.


3 Гідролази.


4 Лігази.


5 Ліази.


6 Ізомерази





Прості





Складні





Мультиен-зимні комп-лекси





Апофермент





Олігомерні





Кофактор





Неорганічні речовини





Органічні речовини





Кофермент





Простетична група





Класифікація





За хімічною природою





За типом реакції





1 Переносники Н+ і електронів.


2 Переносники хімічних груп.


3 Синтез, ізомеризація та розщеплення С-С зв’язків





Нуклеотиди та нуклеозиди





Похідні вітамінів





Комплекси порфіринів з іонами металів





Термодинамічні закономірності ферментативного каталізу





Одиниці активності ферментів





Механізм дії ферментів. Визначення активності ферментів





Стадії ферментативного каталізу





Загальні принципи визначення актив-ності ферментів





Молекулярні механізми ферментативного каталізу





І Утворення фермент-субстратного комплексу





Створення оптималь-них умов





Ефект зближення та орієнтації





ІІ Активація фермент-субстратного комплексу





Визначення за зміною концентрації субстрату або продукту реакції





Ефект деформації субстрату





Ефект ковалентного каталізу





Ефект кислотно-основного каталізу





ІІІ Утворення продукту реакції і відділення його від ферменту





Використання фізико-хімічних методів дослідження





Ізоферменти





Олігомерні





Кінетика ферментативного каталізу





Ферменти





Залежність швидкості реакції від:


1 Концентрації ферменту.


2 Концентрації субстрату.


2.1 Константа Міхаеліса-Ментен.


2.2 Рівняння Лайнуївера-Берка.


3 рН середовища.


4 Температури





Структура





КДЗ визначення





Індукція синтезу ферментів





Зміна кількості ферментів





Біохімічні методи корекції захворювань





Порушення регуляції активності ферментів





Порушення синтезу ферментів





Інші: компартментація тощо





Участь регуляторних білків





Участь циклічних нуклеотидів





Частковий протеоліз





Алостерична регуляція





Зворотна ковалентна модифікація





Репресія синтезу ферментів





Регуляція каталітичної активності ферментів





Регуляція ферментативних процесів





Шляхи регуляції





Порушення регуляції





Ендергонічні реакції





Регуляція





Метаболізм





Компартмента-лізація процесів





Методи вивчення





Шляхи





Катаболічні





Амфіболічні





Анаболічні





Макроергічні фосфати





Екзергонічні реакції





Типи реакцій біологічного окиснення





Стадії катаболізму





Дегідрогеназні.


Оксидазні.


Оксигеназні.


Пероксидазні





Загальні





Специфічні





І Розщеплення складних молекул до простих





ІІ Формування загального кінцевого продукту Ацетил-КоА 





ІІІ Окиснення Ацетил-КоА до кінцевих продуктів





Дихальний ланцюг





ЦЛК





Реакція субстратного фосфорилювання





Енергетична





Інтегративна





Воденьгенеруюча





Амфіболічна





Ферменти





Біологічні функції





Регуляція





Реакції ЦЛК





Клітинна локалізація





Цикл лимонної кислоти





Ділянки спряження





Біологічне окиснення





Аеробне





Анаеробне





Субстратне фосфорилювання





Ферменти








Структура





Дихальний ланцюг


 мітохондрій





Комплекси








Окиснення





Шляхи включення відновлювальних еквівалентів





Окисне фосфорилювання





Продукти окиснення





Механізм перенесення відновлювальних еквівалентів





Коефіцієнт окисного фосфорилювання





Окисне фосфорилювання





Механізм





Регуляція процесу





Механізм дії роз’єднувачів ОФ





Основні положення хеміосмо-тичної теорії Мітчела





Структура дихального ланцюга мітохондрій





Термогенін бурої жирової тканини: біохімічна роль, принцип функціонування





Продукти неповного відновлення кисню під час роботи дихального ланцюга





Ділянки дії інгібіторів ОФ





Хімізм утворення





Механізми інактивації





Теоретичні питання теми





Біохімія амінокислот і білків





Опитування





Тестування





Біохімія ферментів





Основи біоенергетики





Принципи методів і КДЗ визначення біохімічних показників крові і сечі





Написання хімічних формул





Класифікація вуглеводів





Полісахариди





Основні представники (хімічні формули, біологічна роль)





Моносахариди





Гетерополі-сахариди





Основні представники





Гомополісахариди





Хімічні формули





Біологічна роль





Особливості будови, біологічна роль основних представників





Загальна схема метаболізму глюкози





Гліколіз





Біологічна роль





Реакції субстратного фосфорилювання





Реакція гліколітичної оксидоре-дукції (хімізм, біологічна роль)





Енергетичний баланс





Ферменти





Хімізм реакцій





Аеробне окиснення глюкози





Регуляція окиснення - ефект Пастера-Мейєргофа





Енергетичний ефект





Етапи окиснення





Човникові системи транспорту


НАДН·Н+





ПВК-дегідрогеназний комплекс





Послідовність реакцій





Регуляція





Структура





Полісахариди





Глікозаміноглікани





Глікоген





Глікокон’югати





Глікогеноліз (хімізм і роль процесу)





Глікогенез (хімізм і роль процесу)





Глікопротеїни





N-зв’язані





О-зв’язані





Порушення метаболізму глікогену





Особливості будови





Аглікогенози





Глікогенози





Порушення метаболізму





Хімізм синтезу





Молекулярні причини, клінічні прояви





Ферменти катаболізму





Шляхи метаболізму вуглеводів





Глюконеогенез





Метаболізм галактози





Метаболізм фруктози





Пентозо-фосфатний шлях





Ключові реакції





Фермента-тивні реакції





Фермента-тивні реакції





Регуляція





Спадкові ензимопатії





Спадкові ензимопатії





Енергетика





Спадкові ензимопатії





Фруктоземія





Регуляція





Галактоземія





Стадії окиснення





Субстрати





Непереносимість фруктози





Субстрати для відновлювальних синтезів





Цикл Корі





Глюкозо-аланіновий цикл





� EMBED Excel.Sheet.8  ���





Регуляція обміну вуглеводів





Нормальний вміст глюкози в крові





Гормональна





Органна





Метаболічна





Біохімічні ефекти інсуліну, глюкагону, соматотропіну, адреналіну, глюкокортикоїдів та ін.





Роль печінки і нирок





Ключові ферменти метаболізму вуглеводів





Порушення регуляції





Регуляція їх активності





Хвороба Іценко-Кушинга





Феохромоцитома





Цукровий діабет





Інсулома





Біохімічні тести в діагностиці





Біохімія ускладнень





Метаболічні зміни вуглеводного обміну





Класифікація ліпідів





Похідні ліпідів





Складні





Прості





Стероїдні гормони, жовчні кислоти, віт. Д3, простагландини, тромбоксани, лейкотрієни





Стерини, ефіри вітамінів А і Д, воски, ТАГ





Фосфоліпіди





Гліцеро-фосфоліпіди





Сфінго-фосфоліпіди





Будова





Гліколіпіди





Будова, біологічна роль





Біологічна роль





Особливості ліполізу в адипоцитах





Цереброзиди





Гангліозиди





Хімізм, ферменти, регуляція





β-окиснення жирних кислот





Біологічна роль





Енергетичний баланс





Хімізм реакцій 





Регуляція процесу





Неповне окиснення жирних кислот





Ключові ферменти





Метаболізм кетонових тіл





Етапи β-окиснення





Утилізація





Біологічна роль





Порушення метаболізму при цукровому діабеті і голодуванні





Активатор,


Інгібітор





Роль карнітину





Синтез





Біосинтез





Сфінголіпідів





Триацилглі-церолів





Фосфоліпідів





Ліпотропні фактори





Реакції синтезу





Послідовність реакцій





Насичених жирних кислот





Метаболічні джерела





Послідовність реакцій синтезу





Генетичні аномалії





Локалізація 


процесу





Механізми регуляції синтезу





Сфінголіпідози





Метаболічні джерела





Десатурація





Елонгація





Лізосомальні хвороби:


Намана-Піка


Гоше.


Гангліозидоз GM1, Тея-Сакса (GM2)





ЖК з великою кількістю атомів вуглецю





Послідовність реакцій синтезу





Поліненасичені ЖК





Мононенасичені ЖК





Метаболізм ліпідів





Ресинтез ТАГ





Циркуляторний транспорт ліпідів





Обмін холестеролу





Шляхи біотрансформації





Біосинтез





Екскреція з організму





Класи ліпопротеїнів





Біологічна роль





Синтез





1 Попередники


2 Схема реакцій


3 Регуляція





Етерифікація





Хімічний склад





Методи фракціонування





Синтез: 


1 Жовчних кислот.


2 Вітаміну Д3.


3 Стероїдних гормо-нів





Апопротеїни





Метаболізм ТАГ в адипоцитах





Ліпогенез





Ферменти





Ліполіз





Хімізм





Хімізм





Продукти гідролізу ТАГ





Гормональна регуляція





Роль глюкози в синтезі ТАГ





Гліцерол





Жирні кислоти





Інсулін





Ненасичені жирні кислоти





Метаболізм





Глюкагон, адреналін, АКТГ, СТГ та інші





Роль





Класифікація





Катаболізм





Участь в анаболізмі





Метаболізм ліпідів





Взаємозв’язок з обміном вуглеводів





Механізми регуляції основних шляхів





Порушення обміну





Жовчнокам’яна хвороба





Гіперліпо-протеїнемії





Ожиріння





Гормональна регуляція





Жирова інфільтрація печінки





Цукровий діабет





спадкові


набуті





Атеросклероз 





Типи: І, ІІА, ІІБ, ІІІ, IV, V.





Гіперальфаліпопротеїнемія





Атерогенні фактори





Теоретичні питання





Тестування





Опитування





Біохімія аміно-кислот і білків





Біохімія ферментів





Основи 


біоенергетики





Метаболізм вуглеводів і 


ліпідів





Взаємозв’язок обміну вуглеводів і ліпідів





Принципи методів і КДЗ визначення біохімічних показників крові й сечі





Зображення схем біохімічних процесів і написання хімічних формул речовин
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