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УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 1 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Введение в биохимию, современные методы исследования.
2. Учебная цель занятия: Ознакомиться с предметом биохимии, методами и техникой лабораторных работ.

3. Задачи занятия: 

1. Получить представление о предмете биохимии: целях, задачах, областях применения, основных достижениях; о структуре предмета и практических занятиях, правилах техники безопасности и культуре поведения в лабораториях кафедры.

2. Изучить методику получения биологического материала: плазмы, сыворотки крови, гомогената и экстрактов тканей, органелл клеток, клеток тканей.

3. Научиться работать на центрифуге.

4. Провести исследование содержания аминокислот в плазме крови, методом хроматографии.

5. Научиться работать на фотоэлектроколориметре.

6. Ознакомиться с принципом действия биохимического анализатора, его возможностями и спектром применения.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Получение плазмы крови методом центрифугирования.

2. Тонкослойная хроматография аминокислот плазмы крови.

3. Фотоэлектроколориметр: принцип метода, техника работы на приборе.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Получение плазмы крови методом центрифугирования.
Принцип метода: Принцип центрифугирования основан на том, что клетки крови осаждаются в центробежном поле. Скорость сендиментации (осаждения) зависит от плотности раствора,  молекулярной массы, формы, размеров осаждаемых частиц (органелл или клеток и др.).

Ход работы: Цитратная кровь, приготовленная лаборантами, наливается в центрифужную пробирку 1,0 мл, а в противовес ей готовят центрифужную пробирку с 1,0 мл воды. Обе пробирки устанавливают в противоположные гнезда ротора центрифуги. Закрывают крышку центрифужной камеры и включают центрифугу на 5 минут, плавно разгоняя ротор до 3000 об/мин. По окончании центрифугирования, при полной остановке ротора, открывают крышку и достают пробирки. Полученная плазма крови или образующаяся при центрифугировании гомогенатов тканей надосадочная жидкость используется для хроматографии аминокислот в работе № 2.

Работа № 2. Тонкослойная хроматография плазмы крови.
Принцип метода: Тонкослойная хроматография основана на различии в степени адсорбции разделяемых веществ микропористым адсорбентом (окись алюминия и др.) и их растворимости в растворителе.

Ход работы: 

1. а) Каплю плазмы капилляром нанести на линию старта хроматографической полоски и сушить на воздухе 2-3 минуты. б) Каплю смеси эталонных образцов (фен и глу) капилляром нанести на линию старта другой полоски, и просушить 2-3 минуты.

2. Обе полоски поместить в хроматографические камеры (большие пробирки), погружая их на 2-3 мл в растворитель (вода:бутанол:ацетат) на 60 минут для хроматографического разделения.

3. По окончании разгонки отмечают фронт распространения растворителя и сушат в термостате 3-5 минут.

4. Хроматографические полоски проявляют нингидрином, дающим с аминокислотами цветную реакцию и вновь сушат в термостате до появления ярко выраженных цветных пятен. Наличие аминокислот может быть идентифицировано с помощью коэффициента распределения (Rf): Rf = a/b, где a – расстояние пройденное аминокислотой от линии старта, b – расстояние пройденное растворителем от линии старта.

Данный метод должен проводиться с соблюдением всех условий, указанных в справочнике: температура, время разгонки, растворитель. По этому наиболее простым и применимым является метод эталонных образцов (метод «свидетелей»), который заключается в том, что исследуемая смесь аминокислот и известные аминокислоты («свидетели») наносятся на линию старта одновременно и разгоняются в одинаковых условиях.

Работа № 3. Фотоэлектроколориметрия.
Принцип метода: фотометрия основана на измерении поглощения света определенной длины волны проходящего через исследуемый раствор. Окрашенные растворы образуются после проведения цветных реакций, интенсивность окраски которых пропорциональна концентрации определяемых веществ. Цифровые величины, регистрируемые фотоэлектроколориметром на шкале оптической плотности прибора (нижняя шкала), отражают экстинцию (Е) – оптическую плотность.

Ход работы: 

1. Знакомство с прибором и прилагаемой к нему инструкцией.

2. Определение экстинции опытного (Еоп) и стандартного (Ест) растворов  и  перевод 
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	экстинции в концентрации (Соп и Сст) с помощью калибровочного графика, построенного по нескольким стандартным концентрациям изучаемых веществ. Если график окажется прямолинейным, то для простоты можно произвести расчет опытной концентрации (Соп) исходя из значения одной стандартной концентрации (Сст) по формуле: 

СОП = ССТ • ЕОП/ЕСТ



Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

1. Название работы

2. Принцип метода

3. Полученные результаты

4. Выводы. Клинико-диагностическая оценка полученных результатов.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 29. 08. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Кротовым В.К.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 2

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Ферменты: строение и свойства.
2. Учебная цель занятия: Изучить особенности строения и основные свойства ферментов, методы определения их активности.

3. Задачи занятия: 

1. на основе знаний по биоорганической химии систематизировать сведения о строении и основных свойствах белков, их биологической (каталитической) роли в организме.

2. изучить строение ферментов, знать отличия в строении простых и сложных ферментов, локализацию ферментов в клетке, изоферменты.

3. познакомиться с основными методами качественного обнаружения и количественного определения активности ферментов.

4. в ходе выполнения практической работы познакомиться с методами осаждения белков, обнаружить кофермент НАД в дрожжах, исследовать амилазную активность слюны.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Изучить денатурацию белков под действием растворов минеральных и органических кислот и при нагревании.

2. Обнаружить кофермент НАД в дрожжах. 

3. Определить амилазную активность в моче (сыворотке крови).

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Денатурация белков под действием кислот и при нагревании.
Принцип метода: денатурация - это нарушение структурной организации белковой молекулы, приводящее к изменению физико-химических и биологических свойств белка. Большинство белков теряют биологическую активность в присутствии сильных минеральных и органических кислот, при обработке ПАВ, органическими растворителями, солями тяжелых металлов и под действием физических факторов (температура, ультразвук, радиация). Денатурации предшествует нарушение гидратной оболочки и снятие заряда белка, в силу чего он становится менее гидрофильным и легко осаждается.

Ход работы: 

1). Осаждение белка минеральными кислотами.

В пробирку наливают 15-20 капель концентрированной азотной кислоты (HNO3) и осторожно по стенке приливают равный объем раствора белка. На границе двух слоев появляется осадок белка в виде небольшого белого кольца.

2). Осаждение белка органическими кислотами. 

В пробирку наливают 5-10 капель раствора белка и добавляют 3-5 капель 10% раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Образуется осадок белка.

3). Осаждение белка при нагревании.

В пробирку наливают 5-10 капель раствора белка и содержимое пробирки нагревают над спиртовкой, Жидкость мутнеет.

Клинико-диагностическое значение.

Осаждение белка с помощью ТХУ широко используется в клинической практике для обнаружения белка в биологических жидкостях (моча, экссудаты и др.).

В клинической практике выполнению анализа сыворотки крови на содержание малых молекул (глюкоза, мочевая кислота и т.д.) предшествует осаждение белков действием минеральных кислот или ТХУ.

Способность белка прочно связывать ионы тяжелых металлов в виде нерастворимого осадка используется как противоядие при отравлениях солями тяжелых металлов.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
В выводах отразить причины осаждения белков из растворов, влияние денатурирующих факторов на активность ферментов.

Работа № 2. Обнаружение никотинамидадениндинуклеотида (НАД) в дрожжах.
Принцип метода: В процессе тканевого дыхания водород от оксиляемого субстрата с помощью ферментов дегидрогеназ переносится на коферменты ФАД или НАД+. НАД+ - кофермент, содержащий витамин РР, встречается во многих тканях и органах человека и животных, много его и в дрожках. Этот кофермент легко извлекается из дрожжей горячей водой (он термостабилен) и может быть обнаружен по образованию флуоресцирующего комплекса с ацетоном.

Ход работы: В пробирку помещают кусочек дрожжей величиной 4-5 мм, добавляют 1/3 пробирки воды и кипятят 20-З0 С, не допуская выброса жидкости. В пустую пробирку отфильтровывают 5-10 капель полученного экстракта и добавляют туда 3-5 капель ацетона, 1-2 капли раствора фенолфталеина и по каплям соляную кислоту до обесцвечивания фенолфталеина, встряхивая при этом пробирку. Помещают пробирку на 2 мин в кипящую водяную баню, после чего вынимают, охлаждают и подносят к включенному флюорометру. Ацетоновый комплекс флюоресцирует синим цветом.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
1. Приведите структурную формулу кофермента НАД, выделив его рабочий фрагмент.

2. Напишите в общем виде реакцию дегидрирования субстрата с участием НАД+.

Работа № 3. Определение амилазной активности в моче (крови) методом Каравея со стойким крахмальным субстратом.
Принцип метода: α-амилаза гидролизует крахмал с образованием продуктов, не дающих цветной реакции с йодом. Об активности α-амилазы судят по уменьшению интенсивности окраски.

Ход работы: (микрометод). 0,5 мл субстратно-буферного раствора помещают в пробирку, нагревают 5 мин при 37˚С, добавляют 0,01 мл исследуемой биологической жидкости. Инкубируют 7,5 мин при 37˚С. Время инкубации необходимо точно отсчитывать по секундомеру с момента добавления биологической жидкости в крахмальный субстрат. Тотчас же после инкубации добавляют 0,5 мл 0,01 Н раствора йода и доводят объем дистиллированной водой до 5 мл. Фотометрируют в кювете с длиной оптического пути 10 мм при длине волны 630-690 нм (красный светофильтр) против дистиллированной воды.

Расчет. Активность α-амилазы выражают в мг или г крахмала, гидролизованного 1 л биологической жидкости за 1 с инкубации при 37˚С. Расчет проводят по формуле:

А=((ЕК-ЕО)/ЕК) • (0,2•105/7,5•60) или А=((ЕК-ЕО)/ЕК) • 44,4, где

А – активность α-амилаза, мг/(с•л),

ЕК – экстинция контрольной пробы,

ЕО – экстинция опытной пробы,

0,2 – количество, крахмала введенного в опытную и контрольную пробы, мг.

105 – коэффициент перерасчета на 1 с инкубации.

Нормальные значения. Сыворотка крови: 3,3-8,9 мг/(с•л), Моча: до 44 мг/(с•л).

Клинико-диагностическое значение. Повышение активности α-амилазы в крови и моче наблюдается при остром панкреатите (до 90% и более), а также при вирусном гепатите и раке поджелудочной железы. Труднообъяснимую гиперамилаземию вызывают холецистит, перитонит, ожоги, острый аппендицит. Употребление многих фармакологических препаратов (кортикостероиды, салицилаты, тетрациклин, гистамин) приводит к повышению уровня активности α-амилазы. При почечной недостаточности α-амилаза в моче отсутствует.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Результаты работы оформите в виде таблицы:

	Название фермента
	α-амилаза

	Исследуемый материал
	

	Субстрат
	

	Условия определения
	фосфатный буфер; рН 7,0; 37°С (по убыли крахмала)

	Найденная активность α-амилаза
	

	Активность α-амилазы в норме
	

	Вывод
	


В выводе сравните найденное значение амилазной активности с нормой и выскажите предположение о возможных причинах отклонения, если таково выявлено.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 29. 08. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Максимовой Н.Е.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 3 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Механизм действия ферментов.
2. Учебная цель занятия: изучить механизм действия ферментов, особенности протекания ферментативных реакций.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить общие принципы действия катализаторов и особенности ферментативного катализа.

2. Получить представления о механизме действия ферментов.

3. Получить представления об основах химической кинетики ферментативных реакций: влияния различных факторов на скорость реакции. 

4. Получить представления о константе Михаэлиса и ее использовании в клинико-диагностических целях.

5. Получить представления о видах ингибирования активности ферментов, о классификации ферментов.

6. В ходе выполнения практической работы закрепить теоретические представления, изучив специфичность α-амилазы слюны, исследовав влияние рН, температуры, солей тяжелых металлов на ее активность.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Изучить специфичность фермента α-амилазы.

2. Изучить влияние рН на активность α-амилазы. 

3. Исследовать влияние температуры на активность α-амилазы.

4. Изучить влияние активаторов и ингибиторов на активность α-амилазы.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Специфичность фермента α-амилазы.
Принцип метода: Специфичностью действия ферментов называется их способность катализировать только определенные химические реакции. Например, α-амилаза ускоряет гидролиз крахмала, но не виляет на скорость гидролиза сахарозы.

Ход работы: 

1. В две пробирки вносят по 5-10 капель слюны, разведенной в 10 раз.

2. В одну из пробирок добавляют 10 капель крахмала, в другую – 10 капель раствора сахарозы.

3. Обе пробирки помещают на 10 мин в термостат при 40°С.

4. Затем содержимое первой пробирки разливают пополам и проделывают в одной пробирке реакцию с йодом, а в другой – с реактивом Фелинга. Отмечают результат.

5. В пробирку с раствором сахарозы добавляют реактив Селиванова и нагревают содержимое, в пламени спиртовки. Если сахароза не гидролизовалась, качественная реакция на фруктозу будет отрицательной.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Полученные результаты оформите в виде таблицы № 1.

Таблица 1

Определение специфичности действия α-амилазы 

	Субстрат
	Контрольные реакции

	
	Йод-крахмальная проба
	Реакция с реактивом Фелинга
	Реакция Селиванова

	Крахмал
	
	
	

	Сахароза
	
	
	


В выводах отметить, почему α-амилаза расщепляет крахмал, но не действует на сахарозу.

Изобразить фрагмент макромолекулы амилопектина, указать тип гидролизуемой связи.

Работа № 2. Влияние рН на активность ферментов.
Принцип метода: Оптимум рН α-амилазы слюны, при котором она обладает максимальной каталитической активностью – 6,6-6,8, что соответствует значению рН в ротовой полости. Сдвиг рН в кислую или щелочную сторону приводит к инактивации фермента.

Об изменении активности слюнной α-амилазы судят качественно по уменьшению интенсивности окраски раствора после добавления йода в инкубационную среду.

Ход работы: 

1. Получают слюну, разведенную в 10 раз.

2. В три пронумерованные пробирки наливают из бюреток по 1 мл буферного раствора со значением рН соответственно 4,0; 7,0; 10,0.

3. Добавляют в каждую из пробирок последовательно по 2 мл 0,1% раствора крахмала и по 1 мл слюны.

4. Пробирки помещают в термостат с температурой 45°С на 15 мин.

5. После инкубации в каждую из пробирок добавляют по 1 капле раствора йода. Отмечают результат.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

1. Сравнив окраску растворов в пробирках, ответьте, почему по ее изменению можно судить о степени расщепления крахмала под действием α-амилазы?

2. Сделайте вывод, при каком значении рН активность α-амилазы наибольшая, как изменяется активность с изменением pH среды.

3. Объясните, почему активность ферментов зависит от среды.

Работа № 3. Влияние температуры на активность α-амилазы слюны.
Принцип метода: Температура, при которой наблюдается максимальная активность фермента называется оптимальной. Для большинства ферментов организма человека она равна 35-40°С. При более высоких температурах, как и при более низких, скорость ферментативных процессов падает.

Ход работы: 

1. Получают слюну, разведенную в 10 раз.

2. В три пронумерованные пробирки вносят по 10 капель слюны и 10 капель 0,1% раствора крахмала, помещают первую в кипящую водяную баню, вторую - при 37°С, а третью ставят на лед.

3. Через 5-7 мин все пробирки ставят в штатив, добавляют в каждую по 1 капли йода и отмечают результат. В пробирках, где α-амилаза не подействовала, крахмал окрашивается в синий цвет.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Полученные результаты оформите в виде таблицы № 2.

Таблица 2

Влияние температуры на активность α-амилазы слюны

	№ пробирки
	Температура, °С
	Окраска с йодом

	1
	0
	

	2
	37
	

	3
	100
	


На основании анализа данных таблицы сделайте вывод, какая температура является оптимальной для действия α-амилазы.

Объясните, с чем связано уменьшение ферментативной активности при температурах 0°С и 100°С? 

Работа № 4. Влияние активаторов и ингибиторов на активность α-амилазы слюны.
Принцип метода: Каталитическое действие ферментов может усиливаться некоторыми веществами, которые называются активаторами. Вещества, тормозящие активность ферментов, называются ингибиторами. Часто активирующее или тормозящее действие оказывают ионы металлов.

Ход работы: 

1). Берут 3 пробирки и вносят в них реагенты в соответствии с таблицей № 3.

Таблица 3

Объем (в каплях) и последовательность внесения реактивов

	Реагент
	Пробирки

	
	1
	2
	3

	вода
	10
	8
	8

	1% NaCl
	-
	2
	-

	1% CuSO4
	-
	-
	2

	р-р слюны, разведенный в 10 раз
	10
	10
	10

	0,5% р-р крахмала
	5
	5
	5


2). Содержимое пробирок перемешивают и оставляют на 10 мин при комнатной температуре.

3). В каждую пробирку добавляют по 1 капли раствора йода, отмечают окрашивание.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Полученные результаты оформите в виде таблицы № 4.

Таблица 4

Действие активаторов и ингибиторов на α-амилазу слюны

	№ пробирки
	Фермент
	Субстрат
	Окраска раствора после добавления йода в присутствии:

	
	
	
	Н2О
	NaCl
	CuSO4

	1
	α-амилаза
	крахмал
	
	
	

	2
	α-амилаза
	крахмал
	
	
	

	3
	α-амилаза
	крахмал
	
	
	


Проанализировав данные таблицы № 4, сделайте вывод о влиянии исследованных солей на активность α-амилазы. Выскажите предположение о возможном механизме их действия.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 13. 09. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Максимовой Н.Е.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 5 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Медицинская энзимология.
2. Учебная цель занятия: Сформировать представления об основных направлениях и принципах медицинской энзимологии.

3. Задачи занятия: 

1. Получить представления о классификации энзимопатий, о молекулярных механизмах их возникновения, развития и последствиях.

2. Изучить основные принципы и направления энзимодиагностики и использования ферментов в качестве аналитических реагентов.

3. Получить представления о современных подходах и перспективах энзимодиагностики, ее механизмах действия и областях применения.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

Итоговый тест-контроль по теме: «ферменты»

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 09. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Максимовой Н.Е.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 6 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Общие представления о биологическом окислении, ЦТК.
2. Учебная цель занятия: Сформировать общие представления об этапах биологического окисления и реакциях цикла Кребса.

3. Задачи занятия: 

1. Рассмотреть: историю развития учения о биологическом окислении (Лавуазье, Бах, Палладин и др.), этапы утилизации энергии химических связей питательных веществ, реакции, регуляцию и энергетический баланс ЦТК.

2. Выполнить самостоятельную лабораторную работу по качественному определению цитрата и сукцината, сделать вывод о клиническом значении их определения.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Качественное определение цитрата и сукцината флуориметрическим методом

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Качественное определение цитрата и сукцината флуориметрическим методом.
Принцип метода: Ди- и трикарбоновые кислоты, карбоксильные группы которых разделены не более чем двумя атомами углерода (НООС-СR2-СR2-СООН), при взаимодействии с резорцином в присутствии серной кислоты образуют флуоресцирующие продукты.

Реактивы: кристаллы цитрата, сукцината и резорцина, конц. серная кислота, дистиллированная вода. Посуда: пробирки, капельницы, склянки. Оборудование: горелка, флуороскоп.

Ход работы:  1. В две пробирки (№1, 2) внести реактивы (см. таблицу №1).

Таблица 1

	№
	Исследуемая кислота
	Н2О, 

капли
	Н2SO4, капли
	Резорцин
	Результат (цвет), формула исследуемой кислоты
	Выводы

	1
	Цитрат, 

несколько кристаллов
	1-2
	10-12
	Несколько кристаллов
	
	

	2
	Сукцинат, несколько кристаллов
	1-2
	10-12
	Несколько кристаллов
	
	


2. Осторожно нагреть содержимое пробирок у мениска жидкости, поворачивая пробирку в пламени горелки.

3. Охладить на воздухе содержимое пробирок и добавить в каждую по 2 мл воды.

4. Отметить цвет (соблюдая меры предосторожности) флуоресценции раствора в ультрафиолетовом свете.

5. Записать формулы кислот, цвет флуоресценции и вывод.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 09. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено  ст. преп. Клубникиной Н.С.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 7 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Пути использования кислорода в клетке.
2. Учебная цель занятия: Изучить пути и механизмы использования кислорода в клетках организма.

3. Задачи занятия: 

1. Разобрать оксидазный путь потребления кислорода в тканях и механизмы сопряжения и разобщения окислительного фосфорилирования. 

2. Изучить моно- и диоксигеназные пути использования кислорода в тканях.

3. Ознакомиться с механизмами образования активных форм  кислорода и антиоксидантной защиты. 

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Качественное определение сукцинатдегидрогеназы (СДГ).

2. Количественное определение активности каталазы по Баху и Зубковой.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Качественное определение сукцинатдегидрогеназы (СДГ).
Принцип метода: 
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Реактивы: гомогенат мышечной ткани, фосфатный буфер, растворы кислот (янтарная, малоновая), метиленовая синь, дистиллированная вода. Посуда: пробирки, бюксы, центрифужные пробирки, пипетки, бюретки. Оборудование: термостат, центрифуга, микродозаторы.

Ход работы: 

Источником СДГ является супернатант мышечной ткани, содержащий митохондрии. Для получения супернатанта в бюкс с гомогенатом мышечной ткани добавляют 3 мл фосфатного буфера (рН=6,8), тщательно перемешивают и центрифугируют 5 мин (3000 об/мин).

В три пробирки (№ 1, 2, 3) вносят реактивы (см таблицу №1).

Таблица 1

	№
	Супернатант, мл
	Н2О, 

мл
	Янтарная кислота, мл
	Малоновая кислота, мл
	Метиленовая синь, капли
	Результат (цвет)
	Выводы

	1
	0,1
	2,0
	-
	-
	1
	
	

	2
	0,1
	1,5
	0,5
	-
	1
	
	

	3
	0,1
	1,0
	-
	0,5
	1
	
	


Содержимое пробирок термостатируют 3-5 минут при 37ºС.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
СДГ интенсивно окисляет сукцинат, при заболеваниях, сопровождаемых или вызванных гипоксией, увеличивая, таким образом, генерацию АТФ, снимая энергетический дефицит в тканях. Янтарная кислота применяется как лекарственный препарат при гипоксиях.

Работа № 2. Количественное определение активности каталазы по Баху и Зубковой.
Принцип метода: 

Каталаза – фермент катализирующий окислительно-восстановительную реакцию между двумя молекулами пероксида водорода: 2НООН ─каталаза→ 2НОН + О2.

В основе количественного определения каталазы лежит определение количества пероксида водорода, разложенного ферментом за определенный промежуток времени, по уравнению: 2KMnO4 + 5 H2O2 + 4 H2SO4 ↔ 2KHSO4 + 2 MnSO4 + 8HOH + 5O2
Активность фермента выражают каталазным числом и показателем каталазы. Каталазным числом (КЧ) называют количество H2O2 мг, которое разлагается в 1 мкл (мл) крови. Показателем каталазы называют отношение каталазного числа к количеству млн эритроцитов в 1 мкл крови. О количестве расщепленного пероксида водорода судят по разности количества KMnO4, израсходованного на титрование контрольной и опытной пробы.

Реактивы: раствор крови (готовит лаборант: 0,1 мл цельной крови в мерной колбе доводят до 100 мл дистиллированной водой. В 1 мл растворе крови – 1 мкл цельной крови), дистиллированная вода, пероксид водорода (1%), H2SO4 (10%), раствор KMnO4 (0,1Н). Посуда: конические колбы, пипетки, бюретки, мерные пробирки. Оборудование: электроплита, микродозаторы.

Ход работы: 

В две конические колбы (№ 1, 2) вносят реактивы (см таблицу №2).

Таблица 2

	№
	Н2О, 

мл
	Раствор крови, мл
	Кипячение, мин
	Охлаждение под струей воды
	Выдержка, мин
	H2O2, мл
	Выдержка, мин
	H2SO4, мл
	Титрование KMnO4, мл

	1

контр
	7
	1
	2
	+
	10
	2
	30
	5
	А

	2

опыт
	7
	1
	-
	-
	10
	2
	30
	5
	Б


Расчет: 1 мл 0,1 ммоль раствора KMnO4 соответствует 1,7 мг НООН. Умножая эту величину на разность результатов титрования контроля и опыта получаем количество мг НООН, которое было разложено 1 мкл (мл) крови: КЧ = (А-Б)·1,7, где А – количество KMnO4 (мл) пошедшее на титрование контрольной пробы, Б – количество KMnO4 (мл) пошедшее на титрование опытной пробы.

Нормальные значения КЧ = 10-15 ед.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Определение активности каталазы крови имеет значение для диагностики анемии, туберкулеза и онкологических заболеваний. При этих заболеваниях активность каталазы в крови снижается.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 10. 10. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено  ст. преп. Клубникиной Н.С.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 8 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимические механизмы переваривания, всасывания углеводов и    обмена гликогена.
2. Учебная цель занятия: Ознакомиться со структурой, функцией, принципами нормирования суточной потребности углеводов, биохимическими механизмами их переваривания, всасывания и тканевого обмена гликогена.

3. Задачи занятия: 

1. Повторить номенклатуру, классификацию, строение, свойства, биологическую роль углеводов.

2. Изучить принципы нормирования суточной потребности углеводов.

3. Разобрать биохимические механизмы переваривания, всасывания углеводов и обмена гликогена.

4. Разобрать  причины и механизмы мальабсорбции углеводов и гликогеновых болезней.

5. Получить навыки  проведения экспериментальной работы по экстрагированию гликогена из ткани животного, его ферментативного расщепления и обнаружения убыли фосфорной кислоты, доказывающей течение фосфоролиза.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Экстрагирование гликогена из печени крысы и его качественное обнаружение.

2. Фосфоролиз гликогена и качественное обнаружение фосфорной кислоты.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Выделение гликогена из печени сытого и голодного животного.

Принцип метода: Метод основан на хорошей растворимости гликогена в воде и устойчивости  к гидролизу в слабокислой среде. Поэтому гликоген легко экстрагируется слабокислым раствором ТХУ кислоты из разрушенных гомогенизацией тканей.

1. Подготовка экспериментальных животных.

       За сутки до начала эксперимента отсаживается две одинаковых по возрасту и массе крысы – контрольная и опытная. Опытную крысу прекращают кормить, голодную продолжают в обычном режиме.

2.  Получение препарата печени для экстракции гликогена.

      Через сутки от начала эксперимента крыс забивают, быстро извлекают печень, каждую из них делят на две части.  Одна часть печени голодной крысы помещается в холодный физ р-р для использования её в  качестве источника активного фермента – гликогенфосфорилазы. Другая часть печени обеих крыс измельчается тонкими пластиками и каждая помещается в отдельный стаканчик с кипящим физ р-ром на 5 минут для инактивации ферментов.

Оба этапа проводят лаборанты или студенты (по желанию) в виварии и операционном блоке кафедры.

Последующие этапы эксперимента проводятся на практическом занятии в учебных

лабораторных комнатах группами студентов по 4 человека, из них двое выполняют работу № 1, c пункта 2 – получение экстрактов гликогена. Другие двое работу № 2.см ниже.

3.        Получение экстрактов гликогена.

1) Навески печени голодного и сытого животного растереть в двух ступках с 3 мл 3% раствора ТХУ кислоты до гомогенного состояния.

2) К полученным экстрактам добавить по 4 мл Н2О, всё перемешать и профильтровать в две промаркированные пробирки через смоченные водой фильтры.

3) В полученных фильтратах обнаружить наличие гликогена как указано в таблице. 

	Реагенты (мл).
	Пробирки

	
	Оп 1
	Оп 2
	Контроль

	Н2О
	     1,0
	
	

	Фильтрат гликогена печени сытой крысы
	
	1,0
	

	Фильтрат гликогена печени голодной крысы
	
	
	1,0

	Р – р Люголя ( капли )
	1 
	1 
	1

	Окраска
	
	
	


Сравнить окраску и сделать вывод о содержании гликогена в печени голодного и сытого животного, объяснить полученный результат.

Работа № 2. Фосфоролиз гликогена и открытие фосфорной кислоты.

Ход работы: 

1. Извлечение активного фермента - гликогенфосфорилазы.     

0,5 г сырой  печени  поместить в ступку, добавить 4 мл фосфатного буфера и 4 мл р-ра NaF, ( для  предотвращения утилизации Гл1ф ),  растереть пестиком до гомогенного состояния, при этом фермент перейдет в раствор.

2.  Проведение фосфоролиза.

В две чистые пробирки поместить по 2 мл гомогената, содержащего активный фермент. В первую пробирку(опыт) добавить 2 мл фильтрата или раствора гликогена,  во вторую пробирку ( контроль ) добавлять  ничего не нужно.

Обе пробирки термостатировать в течение 40 минут при температуре 39 градусов. В это время в опытной пробирке идет фосфоролиз  с использованием фосфорной кислоты, а в контрольной нет, так как она не содержит субстрата – гликогена.

По истечении инкубационного времени в контрольную пробирку внести 2 мл р-ра

гликогена и в обе пробирки по 2 мл  20% раствора ТХУ к-ты. Все оставить на 5 мин.

при комнатной температуре для денатурации белков и остановки реакций. Растворы обеих пробирок отфильтровать в чистые пробирки с последующим проведением в них цветной реакции на фосфорную кислоту, по приведенному ниже в таблице составу реакционной смеси.

	                Реагенты ( мл).
	Пробирки.

	
	Опыт.
	Контроль.

	Безбелковый фильтрат
	2,0
	2,0

	Молибдат аммония
	1,0
	1,0

	Эйконоген
	0,1
	0,1


Через 2 минут инкубации при комнатной температуре сравнить интенсивность окраски в опыте и контроле, сделать вывод о наличие функционирующего фермента, указать значение для организма фосфоролиза.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 9

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Анаэробный и аэробный распад моносахаридов.
2. Учебная цель занятия: Разобрать основной путь катаболизма моносахаридов в анаэробных и аэробных условиях, биохимические причины и механизмы их возможных нарушений.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить: последовательность реакций гликолиза, их биологическое значение, классификацию и номенклатуру ферментов, катализирующих эти реакции, ключевые реакции и реакции гликолитической оксидоредукцииреакции, реакции взаимосвязи гликолиза с циклом Кребса и окислительным фосфорилированием, механизмы регуляции регуляторных ферментов

2. Выявить общие метаболиты и узлы интеграции гликолиза с другими метаболическими путями и оценить его метаболическое и физиологическое значение.

3. Рассмотреть биохимические причины, механизмы и диагностику симптомокомплексов повреждения реакций гликолиза, обмена галактоза и фруктозы.

4. Ознакомиться с методами исследования функционального состояния гликолиза, их диагностической ценностью, самостоятельно выполнить исследование активности ЛДГ и определить содержание молочной кислоты в сыворотке крови.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определение активности ЛДГ в сыворотке крови.

2. Определение содержания молочной кислоты в сыворотке крови.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение активности ЛДГ в сыворотке крови.

Принцип метода: основан на определении скорости снижения реакции катализируемой ЛДГ. Спектрофотометрическое определение оптической плотности при окислении НАДН2  в  НАД+ проводят при длине волны 340 нм (тест-Варбурга).

ПВК + НАД·Н + Н+ ← лактатдегидрогеназа →  МК + НАД+
Скорость падения Е (оптической плотности) пропорциональна снижению концентрации НАДН и активности ЛДГ.

Ход работы: Настроить спектрофотометр на длину волны 340 нм. В чистую пробирку внести ниже перечисленные реактивы, затем перелить их в кювету спектрофотометра и через 30 секунд снимать показания прибора начиная с Ео через каждую минуту, в течение 3 минут.

      Реактивы реакционной смеси:

1. Фосфатный буфер – 2,5 мл.

2. Сыворотка крови -  0,1 мл.

3. Р – р НАДН          -  0,1 мл.

4. Р – р ПВК             -  0,1 мл.

Расчет:     

   Из полученных в ходе измерений трех (Ес ( экстинций), найти среднее значение ((Е/мин.), которое умножить на коэффициент пересчета в международные единицы ( U/л ) – 8095.

U/л = 8095 х  (Е/мин.

   Если полученный результат  разделить на 16,67, то получим результат в нмоль/л.

В норме активность ЛДГ в сыворотке крови, замеренная при комнатной температуре,  находится в пределах 120 – 240 U/л.

Работа № 2. Определение содержания молочной кислоты в сыворотке крови.

Принцип метода: Определение молочной кислоты основано на реакции катализируемой ЛДГ (см. выше) и тесте-Варбурга – спектрофотометрической регистрации прироста НАДН при длине волны 340 нм,  эквимолярному окисленной молочной кислоте.

Ход работы.

1.Этап. Получение безбелкового экстракта молочной кислоты.

В центрифужную пробирку отмерить 0,5 мл. крови (сыворотки) и 1 мл 0,6 М хлорной кислоты. Через 5 мин. инкубации осадить белки центрифугированием при 5 тыс.об/мин., в течение 5 минут. Полученную надосадочную жидкость слить в чистую пробирку и использовать для исследования в следующем этапе.

 2.Этап. Запуск реакции и инкубирование.  

Реакционную смесь приготовить исходя из таблицы:

	Реагенты (мл).
	Пробирки

	
	Опыт
	Контроль

	Буферный раствор
	2,0
	2,0

	Хлорный экстракт
	0,2
	-

	Р – р НАД
	0,1
	0,1

	Р – р хлорной кислоты
	-
	0,2


Инкубирование провести в термостате при 39 градусах, в течение 30 минут.

3.Этап. Спектрофотометрирование.

Содержимое пробирок опыта и контроля поочередно перелить в чистые кюветы и снять показания экстинций  с прибора при длинне волны 340 нм., против воздуха.

4.Этап. Расчет: Еоп – Ек = (Е

С ммоль/л = (Е х 10535 ,  где 10535 – коэффициент пересчета в ммоль/л.

В нормальной венозной сыворотке крови содержание молочной кислоты находится в пределах – 0,6 – 1,6 ммоль/л.

Клинико-диагностическое значение: Определение активности ЛДГ и содержания молочной кислоты в сыворотке крови широко используется в клинической практике для характеристики функционального состояния гликолиза, тканевого дыхания и проницаемости клеточных мембран. Так при снижении или полном прекращении поступления кислорода в ткани, при ингибировании или структурном повреждении ферментов тканевого дыхания происходит повышение обоих биохимических показателей. Однако при большинстве патологических состояний повышенная активность гликолиза и проницаемость мембран сочетаются  и это приводит к более резкому увеличению концентрации МК и активности ЛДГ, например, при воспалительных процессах в почках, мышцах, ишемии тканей и т.д.

    Существуют патологические состояния, когда наоборот, активность гликолиза снижается - при гипогликемических состояниях, дефиците регуляторных факторов, стимулирующих гликолиз или при его ингибировании.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 10. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 10

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Пентозофосфатный шунт и глюконеогенез, регуляция обмена углеводов.
2. Учебная цель занятия: Знакомство с пентозофосфатным путем обмена моносахаридов,  глюконеогенезом, уровнями и механизмами регуляции обмена углеводов.

3. Задачи занятия: 

1. Получить представления о возрастных и тканевых особенностях функционирования реакций пентозофосфатного шунта и глюконеогенеза, об их интеграции с другими видами обмена, о номенклатуре и классификации ферментов катализирующих эти процессы и их коферментном составе, об уровнях и механизмах регуляции обмена углеводов.

2. Подробно разобрать регуляцию и написание ключевых реакции глюконеогенеза и окислительной стадии пентозофосфатного шунта.

3. Ознакомиться с распространенными ферментопатиями пентозофосфатного шунта, глюконеогенеза  и обмена фруктозы.

4. Научиться самостоятельно выполнять исследование содержания глюкозы в   сыворотке крови – ключевого диагностического  показателя углеводного обмена.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Исследовать содержание глюкозы в сыворотке крови.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Практическая работа выполняется группами по 2 человека.

Работа № 1. Определение содержания глюкозы в сыворотке крови.

Принцип метода: Глюкоза при нагревании с о-толуидином в растворе уксусной кислоты дает зеленое окрашивание, интенсивность которого пропорциональна содержанию глюкозы.

Ход работы. 

1. Центрифугирование.

В центрифужную пробирку внести 0,9 мл 3% р–ра ТХУ и по стенке 0,1 мл крови, смешать и центрифугировать при 5 тыс. об/мин., полученный супернатант слить в чистую пробирку.

2. Проведение цветной реакции.

В три чистые, маркированные пробирки внести реагенты, как указано в таблице.

	
	Пробирки

	
	Опыт
	Контроль
	Стандарт

	Супернатант
	0,1
	-
	-

	Физраствор
	-
	0,1
	-

	Р – р глюкозы
	-
	-
	0,1

	О-толуидин
	4,5
	4,5
	4,5


Пробирки плотно закрыть крышками из фольги и поставить точно на 8 минут в кипящую водяную баню, по истечении этого времени осторожно остудить под струей холодной воды и использовать для колориметрического анализа. Если жидкость после нагревания мутна, ее необходимо вновь центрифугировать.

3. Колориметрирование окрашенных растворов провести  при  длине волны 600 – 650 нм -   красном светофильтре в кюветах с ходом луча 10мм.

4. Расчет по формуле:        Соп ммоль/л   = Сст х Еоп/Ест,                  

где Сст = 5,5 ммоль/л 

В нормальной  капиллярной крови, взятой натощак, концентрация глюкозы находится в пределах: У детей 4,1 – 5,6 ммоль/л. У взрослых до  40 лет 3,3 – 5,5 ммоль/л. В  40 – 59 лет 4,1 – 5,9 ммоль/л.  В 60 – 90 лет 4,4 – 6,4 ммоль/л. Концентрация глюкозы в сыворотке крови определяется выше примерно на 0,5 ммоль/л.

Клинико-диагностическое значение.  

Концентрация глюкозы крови находится под контролем многих органов и систем и поэтому отражает их функциональное состояние, но в первую очередь функциональное состояние инсулярного аппарата и обмена инсулина, затем функциональное состояние эндокринных систем, вырабатывающих антиинсулярные гормоны и метаболизм этих гормонов. В меньшей степени уровень глюкозы отражает состояние внутренних органов прежде всего печени и почек, а также глюкозозависимых (головной мозг), интенсивно гликолизирующих тканей (опухолевая, жировая) и др. Вот почему  при патологических состояниях указанных органов и систем исследуется концентрация глюкозы крови  как диагностического и прогностического биохимического показателя, помогающего уточнить или установить диагноз, проследить динамику течения болезни и эффективность лечения, документировать выписку больного.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ  МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

"Утверждаю"

Зав.каф.проф.; д.м.н.

Мещанинов В.Н.

 "______" __________________ 2001 г. 

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ №  11

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический. 

Курс 2

I.    Тема занятия: Нарушения обмена углеводов.
II Учебная цель занятия: Рассмотреть механизмы молекулярных нарушений обмена              углеводов и биохимическую диагностику сахарного диабета.

III. Задачи занятия - разобрать: 

        1. Классификацию,  молекулярные механизмы развития и компенсации гипо – и  

            гипергликемий.        

  2. Структуру и обмен инсулина.

  3  Причины и молекулярные механизмы развития сахарного диабета, его диагностику            

      и осложнения.

VI. Продолжительность занятия: 3 акад. часа

V. Задания студентам: 

1. Провести полуколичественное исследование содержания  глюкозы и кетоновых тел в моче трех больных сахарным диабетом.

2. Провести оценку обмена углеводов по самостоятельно полученным результатам и готовым      биохимическим показателям крови и мочи. 

VI.Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Полуколичественное определение глюкозы в моче.

Принцип метода: основан на реакции Фелинга –  взаимодействия глюкозы со смесью сернокислой меди, цитрата натрия и углекислого натрия, при нагревании развивается окраска от синей до кирпично-красной, в зависимости от концентрации глюкозы.

Клинико-диагностическое значение. Глюкозурия у больных сахарным диабетом свидетельствует о декомпенсации течения болезни о содержании глюкозы в крови выше сахарного порога (9,5 – 10,5 ммоль/л). Такое состояние болезни всегда опасно развитием острых и хронических осложнений.

Ход работы. 

В три чистые пробирки - № 1, № 2, № 3  отмерить по 5 мл. реакционной смеси - Фелинга и по 10 капель мочи каждого больного. Все  пробирки нагреть над пламенем спиртовки до кипения  и кипятить  10 секунд, затем охладить в течение 5 минут и по развившейся окраске определить концентрацию глюкозы по таблице № 1. Результаты внести в сводную таблицу для общего заключения, по результатам всех трех работ,  выполненных на занятии. 

Таблица № 1.

	Окраска
	Содержание глюкозы  %

	Зеленая
	0,05 – 0,5

	Желтая
	0,5 – 1,0

	Темно-желтая
	1,0 – 2,0

	Кирпично-красная
	Более 2,0


Работа 2. Полуколичественный экспресс - анализ  содержания глюкозы в моче с использованием диагностических тест-полосок «Глюкозо-Уротест»

Принцип метода. Тест-полоска представляет собой полоску полистерола с нанесенным на неё аналитическим составом в виде цветного квадратика, который при взаимодействии с раствором глюкозы, в концентрации от 0,1% до 20%,  изменяет свой цвет вследствие окисления глюкозы и восстановления красителя, например, о-толидина. Реакция идет в два этапа при  участии двух ферментов – глюкозооксидазы и пероксидазы.

Высокая специфичность и чувствительность этого метода, а также простота и быстрота выполнения позволяют широко применять его как предварительный тест при массовом обследовании больных и населения. Кроме того, он позволяет самому больному следить за содержанием  глюкозы в моче и степенью компенсации диабета.

Ход работы. Тест-полоски погрузить на 1 – 2 секунды в пробы мочи больных,  излишек мочи удалить с полосок о край сосуда,  выдержать 1 – 3 минуты на воздухе, и по цветной шкале определить наличие или примерную концентрацию глюкозы в моче больных. 

Результаты внести в сводную таблицу.

Работ 3. Полуколичественный экспресс- анализ  содержания кетоновых тел в моче.

Метод основан на реакции с нитропруссидом натрия, который при взаимодействии с ацетоном и ацетоуксусной кислотой в щелочной среде образует продукты реакции фиолетового цвета.

Клинико-диагностическое значение. Повышение концентрации кетоновых тел в крови и моче  больных сахарным диабетом свидетельствует о декомпенсированном состоянии болезни, при котором может развиться кетоацидотическая кома и летальный исход.

Ход работы: На фильтровальную бумагу поместить 3 таблетки или тест-полоски, содержащие сухие смеси сернокислого аммония, углекислого натрия и нитропруссида натрия. На каждую из них капнуть мочу одного больного,  через 2 мин. сравнить окраски с цветной шкалой. Если окраска не развилась – кетоновых тел в моче нет. При наличии кетоновых тел развивается фиолетовая окраска различных оттенков в зависимости от концентрации - от 0,3 до 15 ммоль/л. Результаты анализа внести в сводную таблицу.

Сводная таблица биохимических показателей, полученных в ходе исследований и предварительно внесенных.

	Больной №
	Исследуемый

материал
	Биохимические показатели.

	
	
	ГЛЮКОЗА
	КЕТОНЫ
	АЗОТ
	ХС
	НвАс %
	рН

	1.
	Кровь
	16 мМ/л
	1,6мМ/л
	(
	(
	8,0
	7,4

	
	Моча
	
	
	(
	-
	-
	6,0

	2.
	Кровь
	14 мМ/л
	5,5 мМ/л
	(
	(
	10,0
	7,32

	
	Моча
	
	
	(
	-
	-
	5,5


	3.
	Кровь
	6,4 мМ/л
	1,5 мМ/л
	N
	(
	5,0
	7,4

	
	Моча
	
	
	N
	-
	-
	6,0


Сделайте выводы о состоянии  каждого больного: вида диабета  и степени  его компенсации.

VII. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задания к занятию)

VIII.Литература для подготовки (см. задание к занятию)

IX. Обсуждено на заседании кафедры 29. 05. 2001 г. 

X.  Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ  МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

 "Утверждаю"

 Зав.каф.проф.; д.м.н.

 Мещанинов В.Н.

 "______" __________________ 2001 г.

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 13.

( для студентов )

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический. 

Курс: 2

1.  Тема занятия: Биохимия переваривания, всасывания липидов, нарушения.

2.  Учебная цель занятия: Ознакомиться с биохимическими механизмами переваривания,

 всасывания липидов, обменом хиломикронов и биохимическими нарушениями связанными с повреждением этих процессов.

3.  Задачи занятия: 

3.1. Повторить: номенклатуру, классификацию, строение и свойства липидов.

3.2. Ознакомиться с принципами нормирования суточной потребности липидов и их биологической ролью в организме.

3.3. Ознакомиться со строением, классификацией и функцией  липопротеидов. Этапами обмена липидов в организме.

3.4. Разобрать биохимические механизмы переваривания, всасывания липидов, их                                                    ресинтез и обмен хиломикронов.

3.5. Получить представления о  метаболических  нарушениях  и клинических проявлениях, связанных  с биохимическими  расстройствами пищеварения и обмена хиломикронов.

4. Продолжительность занятия: 3 академических часа.

5. Задания студентам: 

1.  Исследовать эмульгирующие свойства поверхностно -  активных веществ (ПАВ)            

         желудочно – кишечного тракта.

    2.  Исследовать влияние желчи на активность панкреатической липазы.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии.

Работа № 1. Исследование эмульгирующих свойств ПАВ желудочно-кишечного тракта.

Принцип метода: ПАВ снижают поверхностное натяжение липидных частиц в водной среде и они распадаются на более мелкие, образуя эмульсию с размером частиц до 0,5 мк, в результате площадь соприкосновения с липолитическими ферментами увеличивается и скорость  липолиза возрастает.

Ход работы: В чистой пробирке приготовить смесь ПАВ, состоящую из: 0,5 мл 1% р-ра мыла; 0,5 мл  1% р-ра кислого углекислого натрия; 0,5 мл 1% р-ра белка; 3,0 мл желчи. Эту смесь, близкую к той которая эмульгирует липиды в кишечнике, использовать в качестве одного из эмульгирующих  средств. Для исследования взять  6 чистых пробирок и заполнить их реагентами как указано в таблице.

	Реагенты

(мл)
	Пробирки

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Желчь
	2,0
	
	
	
	
	

	Смесь ПАВ
	
	2,0
	
	
	
	

	Р-р NаНСО3
	
	
	2,0
	
	
	

	Р-р мыла
	
	
	
	2,0
	
	

	Р-р белка
	
	
	
	
	2,0
	

	Н2О
	
	
	
	
	
	2,0

	Масло
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5


Все пробирки встряхнуть до образования эмульсии, отметить время расслоения, сделать вывод об эффективности эмульгаторов, расположив их в ряд в порядке убывания.

Работа № 2. Влияние желчи на активность панкреатической липазы.

Принцип метода: При воздействии липазы на эмульгированные жиры молока происходит их гидролиз, который можно наблюдать по обесцвечиванию розовой окраски предварительно добавленного фенолфталеина, вследствие подкисления реакционной среды освобождающимися  высшими жирными кислотами.

Сравнить скорость липолиза в присутствии и отсутствии желчи в реакционной среде. Сделайть соответствующий вывод. 

Ход работы: В две чистые пробирки поместить реагенты как указано в таблице.

	Реагенты
	Пробирки

	
	1
	2

	Молоко(мл)
	2,0
	2,0

	20% водный р-р желчи – (мл)
	-
	2,0

	Н2О
	0,2
	-

	1% р-р фенолфталеина (кап)
	4
	4

	1н и 0,5н р-ры NаОН, до слабо-розового цвета ( по 2 кап)

	Р-р панкреатина – 6 мг/мл (мл)
	0,2
	0,2


Вывод:

Клинико – диагностическое значение.

При нарушении поступления желчи в 12-ти перстную кишку нарушается переваривание и всасывание липидов,  в том числе незаменимых. Это сопровождается стеатореей, развитием гиповитаминозов жирорастворимых витаминов, поступлением желчных пигментов в кровь и мочу c последующим развитием желтухи.

7. Контрольные вопрос по теме занятия (см. задание к занятию № 13.)

8. Литература для подготовки ( см. задания к занятию)

9. Обсуждено на заседании кафедры 29.05.2001 г.

10. Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ  МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

 "Утверждаю"

 Зав.каф.проф., д.м.н.

 Мещанинов В.Н.

 "______" __________________ 2001 г.

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 1 4.

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический.

Курс: 2

1.  Тема занятия: Катаболизм липидов в тканях.

2.  Учебная цель занятия: Разобрать биохимические механизмы катаболизма липидов, ПОЛ и АОЗ клеток организма.

3.  Задачи занятия: 

3.1. Получить представления об особенностях метаболизма белой и бурой   жировой   ткани.

3.2. Разобрать биохимические механизмы  липолиза, (-окисления жирных кислот, ПОЛ и АОЗ клеток организма.

3.3. Ознакомиться с ролью ПОЛ в физиологии и патологии клеток, с биохимической диагностикой и клинико-диагностической оценкой содержания продуктов ПОЛ  в крови.

4.  Продолжительность занятия: 3 академических часа.

5.  Задания студентам: 

5.1. Исследовать содержание  перекисных радикалов и гидроперекисей липидов  в сыворотке   крови здорового и больного человека.

5.2. Исследовать содержание МДА (малонового диальдегида) в сыворотке крови здорового и  больного человека.

6.  Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии.

Получение безбелкового экстракта сыворотки крови для исследования продуктов ПОЛ.

В две центрифужные пробирки № 1 и № 2 внести по 0,5 мл сыворотки крови больного и здорового человека и по 3,0 мл р-ра ТХУ кислоты, содержимое пробирок тщательно перемешать стеклянной палочкой и центрифугировать в течение 5 минут при 4 тыс. об/мин.

Обе надосадочные  жидкости осторожно слить в  чистые пронумерованные  пробирки и использовать для определения в них продуктов ПОЛ.
Работа № 1. Исследование содержания перекисных радикалов и гидроперекисей липидов. 

Принцип метода: В  процессе ПОЛ образуются перекисные радикалы и перекиси липидов, которые при взаимодействии  с Fe2+  окисляют его до Fe3+ по схеме:

R-OO.  +  Fе2+ +  Н+ (( R-OOH + Fе3+
R-OOH + Fe2+ ((  RO.  +  .OH + Fe3+

Образующийся  Fe3+ даёт цветную реакцию с тиоционатом аммония (роданистым аммонием). Интенсивность окраски тиоционата железа прямо пропорциональна содержанию гидроперекисей липидов.

Ход работы: В две пробирки, №1 и №2, внести по 3,0 мл изопропанола и по 0,5 мл следующих реагентов: 1. Соответствующий безбелковый экстракт сыворотки крови. 2. HCI – 10% р-р.  3. Соль Мора – 0,25% р-р.    4. Тиоционат аммония - 20% р-р.

Полученные смеси фотометрировать на  ФЭКе с зеленым светофильтром  против воздуха. Содержание гидроперекисей выразить в единицах экстинции и внести в сводную таблицу.

Работа № 2. Исследование содержание МДА.

Принцип метода: Малоновый диальдегид с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) при кипячении образует окрашенный комплекс розового цвета, интенсивность окраски комплекса пропорциональна концентрации МДА.

Ход работы: В чистые стеклянные пробирки №1 и №2  влить по 2,0 мл соответствующего безбелкового экстракта и по 1,0 мл  0,8% р-ра ТБК, перемешать и поместить в кипящую водяную баню на 10 минут. После охлаждения пробирок измерить оптическую  плотность каждого раствора на ФЭКе с зеленым светофильтром против воздуха. Содержание МДА выразить в единицах экстинций, результаты внести в сводную таблицу и сделать заключение: по биохимическим анализам, приведенным в сводной таблице, анамнезу и обследованию больного.

Мальчик 12 лет поступил в стационар с жалобами на слабость, приступообразные боли в животе, частый липкий стул. При осмотре на коже спины, плеч и ягодиц обнаружены желтоватые папулы и ксантомы. При пальпации - болезненный живот и увеличенная печень.

Температура тела 37,5ОС. Лабораторное обследование показало – см. табл.

Сводная таблица полученных результатов анализа и дополнительных лабораторных данных.

	
	Биохим. показатели крови

	
	R-OO.
ROOH

Е
	МДА

Е
	ТГ

Ммоль/л
	ХС Общ

Ммоль/л.
	Тест            на отстой

сыворотки

при t + 4 оС

	№1  Больной
	
	
	15,0


	6,5
	Сливкообраз-

ный слой

	№ 2 Здоровый
	
	
	1,5
	5,5
	прозрачная


Из приведенного ниже перечня диагнозов выберите наиболее соответствующий жалобам больного, данным физикального и лабораторного обследования.

         1.   Гиперхиломикронемия                   2.    Гипертриглицеридемия

         3.   Гиперхолестеринемия                     4.    Печеночная стеаторея

Клинико-диагностическое значение. Доказано, что кровь и её компоненты отражают состояние ПОЛ в тканях организма. В связи с этим целесообразно изучать показатели ПОЛ в крови для уточнения диагноза заболевания, динамики течения патологического процесса и эффективности его лечения. ПОЛ является одним из ведущих механизмов повреждения  клеточных мембран, развития метаболических нарушений и клинических проявлений, в том числе и в выше приведенной патологии.

Дайте краткую оценку вклада ПОЛ в развитие  основных симптомов приведенной патологии.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см задание к занятию № 14).

8. Литература для подготовки. (см задание к занятию № 14).

9. Обсуждено на заседании кафедры 29.05.2001 г.
10.Учебное задание подготовлено Трубачевым С.Д.
УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ  МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

"Утверждаю"                                         

 Зав. каф. проф.; д.м.н.

 Мещанинов В.Н.

                                                  "______" __________________ 2001 г.

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ №  15.

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический.

Курс: 2

1.  Тема занятия: Механизмы биосинтеза и регуляции обмена  липидов.

2.  Учебная цель занятия: Рассмотреть биохимические механизмы биосинтеза липидов,

     обмена холестерина, кетоновых тел, уровни и механизмы регуляции обмена липидов.

3.  Задачи занятия:
     3.1. Получить представления о структуре и функции пальмитатсинтетазы  эукариот.

     3.2. Изучить: последовательность реакций биосинтеза жирных кислот и ТГ, обмена

            холестерина и кетоновых тел.

     3.3. Уяснить: роль ДГ, ЦТФ, фосфатидной кислоты во взаимосвязи биосинтеза ТГ и

            сложных липидов, а также роль цитрата и НАДФН в регуляции и интеграции обмена

            жирных кислот и  углеводов, интеграцию обмена липидов и углеводов в печени и 

            жировой ткани.

     3.5. Ознакомиться с уровнями и механизмами регуляции обмена липидов.

4. Продолжительность занятия: 3 академических часа – семинар.

КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ПО ТЕМЕ ЗАНЯТИЯ.

4.1. Схема обмена Ацет-КоА, значение путей.

4.2. Биосинтез жирных кислот: этапы, тканевая и субклеточная локализация

       процесса, значение

       источники  углерода и водорода для биосинтеза.

4.3. Механизм переноса Ацет-КоА из митохондрии в цитозоль, регуляция, значение. 

4.4. Реакция карбоксилирования Ацет-КоА, номенклатура и структура фермента и кофермента,

       регуляция, значение.

4.5.Цитрат и Мал-КоА: реакции образования, роль в механизмах регуляции обмена жирных к-т.

4.6. Пальмитатсинтетазный комплекс: структура, субклеточная локализация, функция,

       регуляция,  последовательность реакций одного оборота процесса. 

4.7. Реакции удлинения – укорочения жирных кислот, субклеточная локализация ферментов.

4.8. Десатурирующие системы жирных кислот: состав, локализация, функции, примеры 

       (образование олеиновой кислоты).

4.9.   Взаимосвязь биосинтеза жирных кислот с обменом углеводов и энергетическим обменом.

4.10. Гормональная регуляция биосинтеза жирных кислот и ТГ– механизмы, значение.

4.11. Реакции биосинтеза ТГ, тканевые и возрастные особенности, регуляция, значение.

4.12. Биосинтез ТГ и ФЛ: схема, регуляция и интеграция этих процессов (роль ФК, ДГ, ЦТФ).

4.13. Биосинтез холестерина: тканевые и возрастные особенности, субклеточная локализация 

         ферментов.

4.14. Биосинтез холестерина: реакции до мевалоновой кислоты и, далее, схематично.

4.15. Особенности регуляции в кишечной стенке и других тканях биосинтеза ХС; роль

         гормонов: инсулина, Т3,Т4, витамина РР.

4.16. Реакции образования и распада эфиров холестерина – роль АХАТ и гидролазы ЭХС,

         особенности тканевого распределения ХС и его эфиров, значение.

4.17. Катаболизм ХС, тканевые особенности, пути удаления из организма. Лекарственные

         препараты и пищевые вещества, снижающие содержание ХС в крови.

4.18. Реакции биосинтеза кетоновых тел, регуляция, значение.

4.19. Реакции распада кетоновых тел до Ацет-КоА и, далее, до СО2 и Н2О, схема,

         энергетический баланс.

4.20. Интеграция липидного и углеводного обменов – роль печени, жировой ткани, кишечной

         стенки и др.

4.21. Уровни и механизмы регуляции обмена липидов (перечислить).

4.22. Метаболический (клеточный) уровень регуляции обмена липидов, механизмы, примеры.

4.23. Межорганный уровень регуляции обмена липидов – понятие. Цикл Рендла, механизмы

         реализации.

4.24. Центральный уровень регуляции обмена липидов: роль СНС и ПСНС - ( и ( рецепторов,

         гормонов – КХ, ГК, Т3, Т4, ТТГ, СТГ, инсулина, лептина, и др.

5. Контрольные вопросы по теме занятия. (см. задание к занятию № 15)

6. Литература для подготовки. (см. задание к занятию № 15)

7.  Обсуждено на заседании кафедры 29. 05. 2001 г.

8. Учебное задание подготовлено доц. Трубачевым С.Д.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ  МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

 "Утверждаю"

 Зав. каф.проф.; д.м.н.

 Мещанинов В.Н.

 "______" __________________ 2001 г. 

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ №  16

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический.

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимические нарушения липидного обмена и их диагностика. 

2. Учебная цель занятия: Изучить биохимические механизмы возникновения и развития патологии липидного обмена и некоторые методы её диагностического исследования.

3. Задачи занятия: 

3.1. Ознакомиться с обменом ЛП, видами гиперлипидемий, механизмами их развития и

       биохимической диагностикой.

3.2. Разобрать причины и механизмы развития атеросклероза, ожирения, их взаимосвязь с дислипопротеидемиями и сахарным диабетом.

3.3. Получить общие представления о метаболическом синдроме.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5.   Задания студентам: 

     5.1. Исследовать содержание общего холестерина в сыворотке крови.

     5.2. Исследовать содержание ХС-ЛПВП в сыворотке крови.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии.

Работа № 1. Определение содержания общего ХС в сыворотке крови.

Принцип метода - основан на реакции Златкис-Зака. Холестерин при взаимодействии с хлорным железом в присутствии смеси серной, фосфорной и уксусной кислот образует окрашенный продукт, оптическая плотность его раствора пропорциональна концентрации  холестерина.

Ход работы: В двух чистых пробирках приготовить  растворы – опыт (оп) и стандарт (ст), как указано в таблице № 1.                                

Таблица № 1.

	Реагенты
	Оп (мл)
	Ст (мл)

	Стандартный р-р ХС
	-
	0,2

	Сыворотка крови
	0,2
	-

	Уксусная к-та (лед)
	3,0
	3,0

	Рабочий р-р FeCI3
	2,0
	2,0


Содержимое пробирок перемешать и инкубировать при комнатной температуре 15 минут, затем против воздуха определить оптическую плотность, используя зеленый светофильтр.

Расчет концентрации холестерина провести по формуле:  СХС = ЕОП/ЕСТ  . 1,29 ммоль/л (50 мг%)

Содержание холестерина  ммоль/л: идеальное ( 5,2; допустимое 5,2 – 6,5; патологическое ( 6,5.

Клинико-диагностической значение: Исследование уровня ХС в сыворотке крови не даёт точной диагностической информации о конкретном заболевании, а лишь отражает патологию обмена липидов в организме. Его содержание исследуется для уточнения диагноза типа липидемии, а также для расчёта коэффициента атерогенности (см. ниже) и прогноза развития коронарного артериосклероза. Повышенный уровень ХС наблюдается  при IIа, IIб, III типах липидемий, сахарном диабете, ожирении, алкоголизме, холестазе и др. Гипохолестеринемия - при голодании, синдроме мальабсорбции, гипертиреозе, онкологической кахексии, туберкулёзе, анемиях.

Вывод:
Работа № 2. Определение содержание ХС-ЛПВП в сыворотке крови.

Принцип метода: Добавление к образцу сыворотки крови осаждающего раствора – смеси фосфорновольфрамовой кислоты и MgCI2, приводит к осаждению всех липопротеидных фракций сыворотки крови, кроме ЛПВП. В полученном при центрифугировании супернатанте, определяется ХС-ЛПВП, аналогично общему холестерину.

Ход работы: В центрифужную пробирку внести 0,3 мл сыворотки крови и 0,6 мл осаждающего раствора, хорошо перемешать стеклянной палочкой и дать постоять 10 минут при комнатной температуре. Пробу центрифугировать при 4 тыс. об/мин. 8 минут, полученный прозрачный супернатант использовать для определения ХС-ЛПВП, как указано в таблице №1. Но вместо сыворотки крови исследовать супернатант.

Содержание ХС-ЛПВП в ммоль/л.

Нормальные величины:          мужчины       ( 1,42;          женщины        ( 1,68.

Группа риска:                          мужчины  0,9 – 1,42;          женщины 1,16 – 1,68.

Патологические нарушения:  мужчины        (  0,9;          женщины        (  1,16.

Вывод:

Клинико-диагностическое значение.

Снижение содержания ХС-ЛПВП ниже, чем 1,42 у мужчин и 1,68 у женщин следует рассматривать как неблагоприятный признак, предсказывающий развитие атеросклероза и ИБС. При снижении концентрации с 0,91 до 0,78, т.е. всего на 0,13 ммоль/л, повышается риск развития ИБС в 3 раза. Таким образом, ХС-ЛПВП является очень чувствительным интегральным тестом, отражающим состояние обмена ЛП, и не зависит от изменения уровня общего ХС.

Снижение содержания ХС-ЛПВП наблюдается при ожирении, курении, избыточном употреблении в пищу углеводов, гиподинамии и, значительное снижение - при атеросклерозе, инфаркте миокарда, сахарном диабете, заболеваниях печени,  липопротеинемии IV типа, болезни Танжи, дефиците ЛХАТ.

Повышение ХС-ЛПВП происходит под влиянием физических нагрузок, эстрогенов, пестицидов, алкоголя, но при его исчезновении из крови их уровень снижается до исходного.

В клинической практике для оценки атерогенности дислипопротеинемий пользуются расчетным коэффициентом атерогенности (КА).

КА = ХС общ. – ХС-ЛПВП / ХС-ЛПВП 

В норме КА не должен превышать 3,5. В противном случае ставится диагноз -  атеросклероз.

При нормолипидемии, чем ближе КА к верхней допустимой границе, тем выше вероятность развития атеросклероза. Таким образом, коэффициент КА позволяет выявлять клинические и доклинические стадии атеросклероза.

Исходя из полученных данных, рассчитайте коэффициент КА и сделайте по нему соответствующее заключение.

7. Контрольные вопросы по теме занятия.(см. задание к занятию № 16).
8. Литература для подготовки. ( см. задание к занятию № 16).
9. Обсуждено на заседании кафедры 29. 05. 2001 г.

10.Учебное задание подготовлено: доц. Трубачевым С.Д. 
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 18 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Механизмы переваривания и всасывания белков.
2. Учебная цель занятия: Изучить биохимические механизмы переваривания и всасывания белков.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить роль белка в питании, показатели качества пищевого белка и принципы его нормирования в рационе, азотистый баланс.

2. Изучить механизм действия пищеварительных ферментов, механизмы всасывания аминокислот, процесс «гниения» белков в кишечнике.

3. Ознакомиться с биохимическими причинами, метаболическими и клиническими последствиями белковой недостаточности и методами ее профилактики.

Дополнительный вопрос для педфака: возрастные особенности переваривания и всасывания белков.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определить рН трех образцов желудочного сока.

2. Определить присутствие лактата в трех образцах желудочного сока.

3. Определить кислотность (свободную и связанную соляную кислоту и общую кислотность) в трех образцах желудочного сока.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение рН желудочного сока.
Принцип метода: Индикатор Конго в нейтральной и слабо кислой среде имеет красную окраску, а при рН меньше 3-4 меняет ее на синюю. Это происходит только в присутствии сильной соляной кислоты (органические кислоты не снижают рН ниже 4,0).

Ход работы: Одну каплю желудочного сока наносят стеклянной палочкой на красную бумагу Конго. Изменение цвета на синий свидетельствует о присутствии в желудочном соке свободной соляной кислоты. Записать результаты и выводы в таблицу.

Работа № 2. Определение лактата в желудочном соке.
Принцип метода: Качественная реакция на молочную кислоту основана на ее способности образовывать с ионами Fe3+ комплекс желто-зеленого цвета. Эта окраска наиболее четко определяется при проведении реакции с фенолятом железа.

Ход работы: 

В пробирку наливают 2-3 мл 1% раствора фенола и добавляют 1-2 капли 3% раствора FeCl3. Образуется сине-фиолетовый фенолят железа. Затем добавляют несколько капель желудочного сока. При наличии в нем лактата окраска становиться желто-зеленой. Записать результаты и выводы в таблицу.

Работа № 3. Определение кислотности желудочного сока.
Принцип метода: Определение кислотности желудочного сока основано на титровании кислореагирующих веществ 0,1 Н раствором NaOH. Титрование в присутствии двух индикаторов позволяет в одной пробе определить свободную HCl, связанную HCl и общую кислотность. Кислотность определяется количеством мл 0,1 Н раствора NaOH, пошедшего на титрование 100 мл желудочного сока (титрационные единицы, Т.Е.). В норме общая кислотность у взрослых составляет 40-60 Т.Е.

Ход работы: 

В колбу вносят 5 мл желудочного сока и по 1-2 капли индикаторов: диметилазобензола и фенолфталеина. Титруют 0,1 Н NaOH до оранжевого окрашивания, отмечают количество израсходованного NaOH – это I пункт титрования, он соответствует количеству свободной HCl, которое определяется по формуле:

Свободная HCl = А•100/5 = 20•А   Т.Е., 

где А – количество мл 0,1 Н NaOH, израсходованного до I пункта.

Далее эту же пробу продолжают титровать до лимонно-желтого окрашивания, отмечают израсходованное количество NaOH от начального пункта – это II пункт титрования. Затем эту же пробу титруют до появления розовой окраски – III – пункт, отмечают израсходованное количество NaOH от начального пункта. Количество NaOH, необходимое для связывания общей HCl равно средне арифметическому количеств NaOH, пошедших на титрование до II и до III пунктов. Поэтому общая HCl рассчитывается по формуле:

Общая HCl = (Б+В)/2•100/5 = 10• (Б+В) Т.Е., 

где Б и В – количества 0,1 Н NaOH, пошедшие на титрования до II и до III пунктов соответственно.

Связанная HCl = Общая HCl – Свободная HCl

Общая кислотность = В•100/5 = 20•В Т.Е.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Оформить результаты работы в виде таблицы:

Анализ желудочного сока

	
	№ пробы

	
	1
	2
	3

	1. Свободная HCl
2. Общая HCl
3. Связанная HCl
4. Общая кислотность

5. Лактат

6. рН
	
	
	

	Вывод
	
	
	


Клинико-диагностическое значение работы.

Исследование желудочного сока проводят для выяснения функционального состояния желудка. При острых воспалительных процессах (острая язва, острый гастрит) наблюдается повышение содержания соляной кислоты (гиперхлоргидрия), а при переходе их в хроническую форму гиперхлоргидрия сменяется гипохлоргидрией. Атрофия, возникающая при злокачественном перерождении тканей, сопровождается ахлоргидрией (отсутствием соляной кислоты) и даже ахилией (полное отсутствие секреции). Наблюдая изменение секреции соляной кислоты можно уточнять диагноз и давать прогноз течения болезни. Лактат появляется в желудочном соке в результате молочнокислого брожения, которое возникает при снижении кислотности (развитие микрофлоры).

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Голомолзиным Б.В.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 19 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Общие пути обмена аминокислот. Биосинтез мочевины.
2. Учебная цель занятия: Изучить общие пути превращения и распада аминокислот в тканях, пути образования, использования и обезвреживания аммиака, причины токсичности аммиака.

3. Задачи занятия: 

1. Ознакомиться с биохимическими механизмами взаимопревращений аминокислот и кетокислот, превращений аминокислот в биогенные амины, роль витамина В6 в этих реакциях.

2. Изучить пути использования безазотистого остатка аминокислот: глюконеогенез, кетогенез, включение в ЦТК.

3. Ознакомиться с путями образования, использования и обезвреживания аммиака. Изучить биохимические причины, метаболические последствия гипераммониемии.

4. В лабораторной работе определить содержание мочевины в трех пробах сыворотки крови. Оценить диагностическое значение результатов.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. В трех пробах сыворотки крови определить содержание мочевины. Объяснить полученные результаты.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение мочевины в сыворотки крови.
Принцип метода: Мочевина образует с диацетилмонооксином в кислой среде в присутствии тиосемикарбазида и солей железа окрашенные вещества, интенсивность окраски которых пропорциональна содержанию мочевины в растворе.

Ход работы: В четырех пробирках готовят 4 раствора:

	
	Сыворотка №1
	Сыворотка №2
	Сыворотка №3
	Стандартный раствор мочевины
	Рабочий раствор

	Проба №1

Проба №2

Проба №3

Стандарт
	0,1 мл

-

-

-
	-

0,1 мл

-

-
	-

-

0,1 мл

-
	-

-

-

0,1 мл
	4 мл

4 мл

4 мл

4 мл


Примечание: стандартный и рабочий раствор готовят лаборанты.

Содержимое пробирок перемешивают, закрывают пробирки фольгой и выдерживают на кипящей водяной бане 10 мин. При этом развивается розовая окраска. Затем пробирки охлаждают и замеряют оптическую плотность растворов на ФЭКе (зеленый светофильтр, измерение относительно воды).

Расчет: Сх = 16,67•Дх/Дст мМоль/л,

Где Сх – концентрация мочевины в пробе, 

16,67 мМоль/л – концентрация стандартного раствора мочевины,

Дх и Дст – оптические плотности соответственно пробы и стандарта.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Результаты работы оформить в виде таблицы:

Определение мочевины в сыворотке крови

	Образец
	Концентрация мочевины, мМоль/л
	Выводы

	Норма

Сыворотка № 1

Сыворотка № 2

Сыворотка № 3
	3,3-6,6
	-


Клинико-диагностическое значение работы.

Определение мочевины имеет значение для диагностики заболеваний почек, печени и патологий, сопровождающихся повышенным катаболизмом белков. Повышенное содержание мочевины – один из главных признаков почечной недостаточности. Кроме того повышение уровня мочевины наблюдается при избыточном белковом питании и голодании (за счет распада тканевых белков). Главной причиной пониженного содержания мочевины являются патологические состояния, связанные с уменьшением клеточности паренхимы печени (снижение ее мочеобразующей функции) – гепатит, острая дистрофия и цирроз печени.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Голомолзиным Б.В.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 20 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Особенности обмена отдельных аминокислот.
2. Учебная цель занятия: Изучить специфические пути обмена отдельных аминокислот и патологий, связанные с их нарушениями.

3. Задачи занятия:

1. Изучить пути обмена глицина и серина, роль их в образовании гема, пуриновых нуклеотидов, одноуглеродных фрагментов, в реакциях конъюгации. Отметить значение ТГФК и витамина В12 в этих процессах и патологии связанные с их недостаточностью.

2. Ознакомиться с путями обмена метионина и цистеина, отметить их роль в реакциях трансметилирования и в биосинтезе всех остальных серосодержащих метаболитов.

3. Изучить пути обмена глутаминовой и аспарагиновой кислот, их роль в обезвреживании и использовании аммиака, их влияние на энергетический обмен.

4. Изучить пути обмена фенилаланина: образование катехоламинов, меланина, продуктов катаболизма. Отметить биохимические причины и последствия нарушения обмена.

5. Ознакомиться с путями обмена триптофана, его значением в биосинтезе серотонина и ролью в снижении потребности организма в витамине РР.

6. В лабораторной работе определить присутствие фенилмолочной кислоты в двух пробах мочи (диагностика фенилкетонурии).

Дополнительный вопрос для педфака:

7. Причины врожденных нарушений обмена фенилаланина, тирозина, цистеина и триптофана.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. В двух пробах мочи определить присутствие фенилмолочной кислоты. Записать результаты и выводы.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение фенилмолочной кислоты в моче.
Принцип метода: При фенилкетонурии в моче больного появляется фенилмолочная кислота. Для ее обнаружения используется хлорид железа (III), с которым она образует комплекс серо-зеленого цвета.

Ход работы:  К 2 мл мочи прибавляют 6 капель раствора FeCl3. Появление серо-зеленой окраски говорит о присутствии в пробе фенилмолочной кислоты. 

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Результаты работы оформить в виде таблицы:

Определение фенилмолочной кислоты в моче

	Образец мочи
	Окраска с FeCl3
	Выводы

	проба № 1

проба № 2
	
	


Клинико-диагностическое значение работы.

Цветная реакция на фенилмолочную кислоту в моче является первичным скрининг-тестом на фенилкетонурию. По его результату проводиться дальнейшее обследование для уточнения диагноза.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Голомолзиным Б.В.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 21 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Обмен нуклеопротеидов. Биосинтез белка.

2. Учебная цель занятия: Рассмотреть: 1) биохимические механизмы переваривания нуклеиновых кислот и всасывания продуктов в ЖКТ; 2) пути тканевого обмена нуклеотидов, РНК и ДНК; 3) биохимические аспекты биосинтеза белка и его регуляции.

3. Задачи занятия:

1. Повторить: строение, классификацию, свойства и биологическое значение нуклеопротеидов (нуклеиновых кислот, белков хроматина).

2. Изучить биохимические механизмы переваривания нуклеиновых кислот и всасывания продуктов в ЖКТ.

3. Изучить пути тканевого катаболизма и биосинтеза пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов.

4. Самостоятельно ознакомиться с биохимическими механизмами тканевого обмена ДНК и РНК (репликация, транскрипция).

5. Самостоятельно ознакомиться с биохимическими аспектами биосинтеза белка и его регуляции.

6. Провести лабораторную работу по определению мочевой кислоты в сыворотке крови. Дать клинико-диагностическую интерпретацию полученных результатов.

7. Выполнить тест-контроль по разделу: Обмен белков.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определить содержание мочевой кислоты в трех пробах сыворотки крови.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение мочевой кислоты в сыворотке крови.
Принцип метода: Мочевая кислота – это главный продукт обмена пуриновых нуклеиновых оснований. Определение мочевой кислоты основано на фотоколориметрическом определении окрашенных продуктов, образующихся при восстановлении фосфорно-молибденового реактива Фолина мочевой кислотой. Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации мочевой кислоты.

Ход работы:  В центрифужную пробирку вносят 1,5 мл сыворотки крови, 1,5 мл воды и 1,5 мл раствора ТХУ. Содержимое перемешивают, выдерживают 30 минут и затем центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин. Готовят опытный и стандартный растворы следующего состава:

	Реактивы
	Опытный раствор
	Стандартный раствор

	1. Центрифугат (соответствующий 1,5 мл сыворотки)

2. Стандартный раствор *

3. Раствор трихлоруксусной кислоты

4. Вода

5. Реактив Фолина *
	1,5 мл

-

-

-

1 капля
	-

0,5 мл

0,5 мл

0,5 мл

1 капля


 Примечание: * реактивы готовят лаборанты.

Готовые растворы выдерживают при 20˚С 10 мин, при этом развивается окраска. Оба раствора колориметрируют на ФЭКе (зеленый светофильтр, измерение проводят относительно воды).

Расчет проводиться по формуле:

Соп = 0,12•Доп/Дст мМоль/л,

Где Соп – концентрация мочевой кислоты в сыворотке крови, 0,12 – концентрация стандартного раствора мочевой кислоты, Доп и Дст – оптические плотности соответственно опытного и стандартного растворов.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Результаты работы оформить в виде таблицы:

Определение мочевой кислоты в сыворотке крови

	
	Норма
	Проба №1
	Проба №2
	Проба №3

	Содержание мочевой кислоты, мМоль/л
	0,2-0,5
	
	
	

	Выводы
	
	
	
	


Клинико-диагностическое значение работы.

Определение мочевой кислоты имеет особое значение для диагностики начальных стадий поражения почек и подагры. Повышенное содержание мочевой кислоты (гиперурикемия) может быть следствием нефритов и сморщивания почки (уменьшение выделения мочевой кислоты). Резкая гиперурикемия  может быть причиной и признаком подагры. Повышенное содержание мочевой кислоты в крови и моче наблюдается при патологиях, связанных с усиленным распадом нуклеопротеидов: лейкозах, гемолитической желтухе, злокачественных опухолях, диабете и др. Повышенное содержание мочевой кислоты в сыворотке крови наблюдается при анемии и приеме некоторых лекарственных препаратов (салицилаты, атофан).

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Голомолзиным Б.В.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 22 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимия мышечной ткани
2. Учебная цель занятия: Ознакомиться с особенностями химического состава и обмена веществ в мышечной ткани в норме и при патологии, биохимической диагностикой патологии мышечной ткани.

3. Задачи занятия: 

1. Получить представления о химическом составе и обмене веществ в различных видах мышечной ткани.

2. Разобрать биохимические механизмы мышечного сокращения и его энергообеспечения.

3. Ознакомиться с основными причинами и биохимическими механизмами нарушений обмена веществ в мышечной ткани, а также биохимическими показателями крови и мочи, характеризующими функциональное состояние мышечной ткани.

4.Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Выполнить тест-контроль по теме: биохимия мышечной ткани.

2. Исследовать активность креатинкиназы в сыворотке крови у здоровых лабораторных крыс и крыс с искусственной ишемией мышечной ткани.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. определения общей активности креатинкиназы в сыворотке крови.
Принцип метода:
В ходе последовательных реакций происходит восстановление НАДФ:

1) Фосфокреатин + АДФ ← креатинкиназа → креатин + АТФ

2) АТФ + глюкоза ← гексокиназа → АДФ + глюкозо-6-фосфат

3) глюкозо-6-фосфат + НАДФ ← глюкозо-6-ф-дегидрогеназа →  6-фосфоглюконат + НАДФ•Н

Скорость восстановления НАДФ в НАДФ•Н пропорциональна активности креатинкиназы в пробе. Изменение концентрации НАДФ•Н определяют фотометрически на спектрофотометре при длине волны 340 нм. Фотометрирование против воздуха. 

Температура инкубации: 25 ˚С.

Исследуемый материал: 1) сыворотка крови №1 контрольной крысы 2) сыворотка крови №2 крысы с искусственной ишемией мышечной ткани (лаборант за 10 минут до взятия крови у крысы перетягивает лапу).

Ход работы: 

1. В кювету прилить 2,5 мл рабочего реагента и 0,1 мл сыворотки крови №1, содержимое кюветы перемешать.

2. Кювету с пробой поместить в спектрофотометр и через 3 минуты после запуска реакции измерить экстинкцию против воды. 

3. Расчет активности креатинкиназы произвести по формуле: U/л=216,2•ΔЕ340нм.                                                 

4. Повторить процедуру анализа с сывороткой крови № 2.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
В выводе сравнить активность креатинкиназы в сыворотке крови контрольной крысы и крысы с искусственной ишемией мышечной ткани, объяснить полученные результаты.

Диагностическое значение: Креатинкиназа, именуемая также креатинфосфокиназой (АТФ: креатинфосфотрансфераза КФК, КК; КФ 2.7.3.2) пред​ставляет собой энзим, обратимо катализирующий фосфорилирование креатина при помощи АТФ:  

Креатин + АТФ→АДФ + креатинфосфат.

Креатинкиназа (молекулярная масса 81 000 Д) играет важную роль в энергетическом обмене мышечной, нервной и других тка​ней. Наиболее богаты ею скелетная мускулатура, миокард,  матка и мозг. Достаточно высокая активность фермента выявляется в щито​видной железе и легких. В остальных органах, в том числе в пече​ни, а также в эритроцитах обнаруживаются лишь «следы» актив​ности КК. 

Молекула фермента имеет димерную структуру, при комбинации этих субъединиц образуется три изофермента: ММ — мышечный, ВВ — мозговой и MB — гибридный, содержа​щийся в большом количестве в сердечной мышце. В миокарде со​держится два изофермента — MB и ММ, причем активность изо​фермента MB составляет около 25% от общей энзиматической активности. Разделение креатинкиназы на отдельные изоферменты осуществляют  с помощью электрофореза.

Определение общей активности креатинкиназы и ее изоформ требует​ся в основном для диагностики миопатий, инфаркта миокарда, заболеваний центральной нервной системы.

Повышение активности КК может указывать на:

1. инфаркт миокарда (ММ, ВМ): рост активности начинается через 4—6 ч. после инфаркта, самая высокая активность отмечается через 18—30 ч. (превышение нормы в 5-10 раз), через 72 часа активность КК, как правило, нормализуется;

2. миодистрофии (При прогрессирующей мышечной дистрофии активность КФК может увеличиваться в 50 и более раз по сравнению с нормой), выраженные изменения при миодистрофии Дюшенна; 

3. внутримышечные инъекции тетрациклина, некоторых пенициллинов, хлорпромазина, диазепама, др.антибиотиков, седативных средств;

4. полимиозит;

5. травма мышц (краш-синдром);

6. отравление стрихнином, окисью углерода;

7. состояние после операционного вмешательства;

8. травмы головы;

9. гипофункцию щитовидной железы (тироксин ингибирует креатинкиназу).
10. острую лучевую болезнь;

11. тяжелую физическую нагрузка. 

Значения активности общей креатинкиназы в сыворотке крови (при 25˚С) у здоровых людей: мужчины - до 80 U/л, женщины - до 70 U/л, новорожденные (2-12 мес.) - до13б U/л, дети - до 94 U/л. Каталитическая концентрация КК сыворотки крови здоровых людей приходится в основном на изоферменты КК-ММ, доля КК-МВ в ней составляет лишь 1—3% от общей каталитической концентрации креатинкиназы. 

Работа № 2. 

Тест-контроль по теме: биохимия мышечной ткани.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Гавриловым И.В.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 23 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимия нервной системы и соединительной ткани.
2. Учебная цель занятия: Ознакомиться с особенностями химического состава и обмена веществ  в  нервной и соединительной тканях в норме и при патологии, биохимической диагностикой  их  основных  патологических  состояний.

3. Задачи занятия: 

1. Получить представления:                        

· О химическом составе и обмене веществ в нервной ткани.

· Биохимических основах возникновения и проведения нервного импульса

· Обмене нейромедиаторов и механизмах синаптической передачи

· Биохимических причинах и механизмах возникновения патологических состояний  в нервной ткани и их диагностике.

2. Изучить:

· Клеточный и химический состав соединительной ткани, особенности её организации и функционирования.

· Строение и обмен коллагена, эластина, фибронектина, протеогликанов, в норме в возрастном аспекте и  при патологии (при  заживлении ран, коллагенозах, недостаточности витамина С и др.)

· Роль биохимических маркеров в диагностике дегенеративных процессов в соединительной ткани.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определение уровня сиаловых кислот в сыворотке крови по реакции с резорцином (по Свеннерхольму)

2. Качественный анализ аминокислотного состава желатина и яичного белка.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение сиаловых кислот по реакции с резорцином (по методу Свеннерхольма).
Принцип метода. При кипячении гликопротеином плазмы крови с ТХУ отщепляются сиаловые кислоты, которые подвергаются мягкому гидролизу с образованием нейраминовой и уксусной кислот. Резорцин в присутствии солей меди дает с нейраминовой кислотой хромоген синего цвета.

Ход работы:

1. Сыворотку крови смешивают с 5% раствором ТХУ, ставят на 7 минут на кипящую водяную баню, затем охлаждают и фильтруют через бумажный фильтр.

2. В пробирку помещают 1 мл фильтрата, добавляют 1 мл резорцинового реактива, закрывают фольгой и кипятят 15 минут на водяной бане. Охлаждают.

3. Добавляют 3 мл бутилацетата, встряхивают, отставляют на 15 минут для расслоения фаз.

4. Верхний окрашенный слой отделяют пипеткой и колориметрируют на ФЭКе с желтым светофильтром (длина волны 575-590 нм).

5. Для сравнения колориметрируют заранее приготовленный стандартный раствор нейраминовой кислоты, с концентрацией 40 мг%.

6. Расчет: С опыт = Е опыт / Е стандарт • 40 мг%,                        

Диагностическое значение: Содержание нейраминовой кислоты в крови увеличивается при деструктивных процессах в соединительной ткани: при инфаркте миокарда, остеомиелите, коллагенозах, туберкулезе, лейкемии, раковых опухолях и др. В норме содержание нейраминовой кислоты в сыворотке крови 62-73мг% или 2,00-2,36 ммоль/л. При туберкулезе ↑ до 178 мг%, при раковых опухолях в стадии распада – до 142 мл%. Кроме того, определение нейраминовой кислоты используется для характеристики динамики патологического процесса и эффективности лечения.

Снижение уровня нейраминовой кислоты может наблюдаться при патологических процессах сопровождающихся нарушениями биосинтеза белково-углеводных комплексов, при дегенеративных изменениях в печени, ЦНС,  пернициозной анемии и др.

Работа № 2. Качественный анализ аминокислотного состава желатина и яичного белка.
Желатин – белковый материал, полидисперсная смесь полипептидов (М = 50-70 •103) и их агрегатов (М = 300•103). Образуется из коллагена при длительной обработке хрящей, костей, дермы кипячением в щелочи и экстракцией водой при температуре 50-100˚С. Сохраняет способность к образованию трехспиральной структуры коллагена и образует плотные коллоидные растворы – студни.

Принцип метода. С помощью качественных реакций обнаруживают аминокислоты, входящие в состав желатина и пептидную связь, присущую всем белкам.

Ход работы:

Таблица 1

Качественный анализ аминокислотного состава белков

	Название

реакции
	Предмет обнаружения
	Условия опыта
	Изменение цвета
	Результат

	
	
	V р-ра белка
	V реактива
	
	Желатин
	Яичный белок

	Биуретовая
	Пептидная связь
	0,5 мл
	Биуретовый 

0,5 мл
	Сине-розово-фиолетовый
	
	

	
	
	Перемешивают при комнатной температуре
	
	
	

	Нингидриновая
	α-аминогруппы белков, пептидов
	0,5 мл
	Нингидрин

0,5 мл
	Сине- или сине-фиолетовый
	
	

	
	
	Нагревают до кипячения
	
	
	

	Ксантотеиновая (Мульдера)
	Ароматические аминокислоты (фен, тир, три)
	0,5 мл
	Конц. HNO3 

5 капель
	Желтый
	
	

	
	
	Нагревают до кипения, охлаждают, по каплям добавляют раствор щелочи
	
	
	

	Нитропруссидная
	Серосодержащие аминокислоты
	1 мл
	Р-р щелочи 

0,5 мл
	Красно-фиолетовый
	
	

	
	
	Кипятят, охлаждают
	
	
	

	
	
	-
	Нитропруссид 

5 капель
	
	
	


Диагностическое значение: Качественные (цветные) реакции часто используются в клинико-биохимических исследованиях, фармацевтической практике для обнаружения присутствия белков, аминокислот в препаратах, подтверждения подлинности препарата, «проявления следов» аминокислот и белков при хроматографическом и электрофоретическом исследованиях.

Рекомендации по оформлению результатов работы написанию выводов.

Перенесите в лабораторную тетрадь таблицу №1 и отметьте в графе «результаты работы», какие качественные реакции для желатина и яичного белка дали положительные или отрицательные пробы.
7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено ст. преп. Каминской Л.А., асс. Гавриловым И.В.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 26

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Физико-химические свойства и состав крови.
2. Учебная цель занятия: Изучить состав крови здорового человека и изменение качественного и количественного состава при различных патологических процессах.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить содержание основных низкомолекулярных и высокомолекулярных веществ в крови, биологическое и клинико-диагностическое значение компонентов крови.

2. Уметь оценивать электрофореграммы белков сыворотки крови в норме и при патологии.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Электрофорез белков сыворотки крови (демонстрация).

2. Оценка электрофореграмм.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Электрофорез белков сыворотки крови.
Принцип метода: Разделение белков сыворотки крови происходит за счет различной скорости перемещения отрицательно заряженных белков при действии постоянного электрического тока. Скорость перемещения пропорциональна соотношению величины заряда к молекулярной массе белка.

Ход работы: Каплю сыворотки помещают на смоченную буферным раствором полоску носителя (бумага, крахмал, полиакриламидный гель, пленка ацетатцеллюлозы), через которую пропускают постоянный электрический ток. Под действием тока молекулы белка, обладающие зарядом, начинают перемещаться. Белки сыворотки крови в буферном растворе перемещаются от катода к аноду. Полоску окрашивают, и с помощью денситометра определяют оптическую плотность каждой фракции белка, затем подсчитывают содержание белка в каждой фракции. Рассчитывают также альбуминово-глобулиновый индекс (А/Г). 

Клинико-диагностическое значение определения общего белка сыворотки крови.

Содержание общего количества белка в сыворотке крови здорового человека 65-85 г/л. Увеличение содержания: дегидратация, синдром Шегрена, гипериммуноглобулинемии.

Снижение содержания: потери белка (при гастроэнтеропатиях, острых ожогах, нефротическом синдроме), снижение биосинтеза белка (при тяжелой белковой недостаточности, хронических заболеваниях печени, синдроме нарушения всасывания), перитонит, пернициозная анемия.

Клинико-диагностическое значение определения фракций белка сыворотки крови.

Содержание отдельных фракций белка в % у здорового человека:

альбумины 50-70, глобулины (α1 3-6, α2 9-15, β 8-18, γ 15-25), А/Г=1,3+0,4. 

Увеличение содержания α-глобулинов в сыворотке крови характерно для острых воспалительных процессов, т.к. в данную фракцию входят белки острой фазы (с-реактивный белок, α1-антитрипсин, α2-макроглобулин, церулоплазмин, гаптоглобулин и др.). Содержание α-глобулинов может увеличиваться также при обострениях хронических заболеваний. Увеличение β-глобулинов сыворотки крови происходит вслед за повышением α-фракции, а также при гиперлипопротеидемиях. Содержание γ-глобулинов увеличено при хронических патологических состояниях, связанных с интенсификацией иммунных процессов, т.к. эта фракция состоит главным образом из иммуноглобулинов. Увеличение γ фракции также происходит при образовании парапротеинов. Гипо γ-глобулинемия может быть врожденной или развивается при истощении иммунной системы. Снижение содержания альбуминов возникает при потерях белка (гастроэнтеропатии, нефротический синдром, снижение синтеза). Снижение содержания альбуминов и увеличение содержания глобулинов приводит к уменьшению индекса А/Г, особенно заметному при циррозе печени и нефротическом синдроме.

	Рис. 1. Денситограмма белков 

сыворотки крови от больных
	Рис. 2. Электрофореграмма белков 

сыворотки крови (10 пациентов)
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Работа № 2. 

Оценка результатов определения содержания фракции белков сыворотки крови.

В таблице приведены результаты трех электрофореграмм сыворотки крови. Дайте им оценку и напишите вывод.

	I.
	II.
	III.

	Общее количество 

белка сыв-ки крови

Альбумины:

Глобулины:

α1
α2
β

γ

А/Г
	69г/л

53,1%

4,0%

9,6%

16,0%

17,3%

1,1
	Общее количество 

белка сыв-ки крови

Альбумины:

Глобулины:

α1
α2

β

γ

А/Г
	62,8г/л

52,8%

9,3%

16,0%

8,4%

14,5%

1,1
	Общее количество 

белка сыв-ки крови

Альбумины:

Глобулины:

α1
α2
β

γ

А/Г
	52,2г/л

40,0%

3,2%

9,4%

14,8%

32,6%

0,77


7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Гетте И.Ф.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 27 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Особенности обмена в эритроцитах и лейкоцитах.
2. Учебная цель занятия: Изучить химический состав и основные пути обмена веществ в эритроцитах и лейкоцитах в норме, при старении, при консервировании и при  патологии. 

3. Задачи занятия: 

       1. Ознакомиться с химическим составом, особенностями метаболизма нормальных, стареющих и консервированных эритроцитов, научиться воспроизводить реакции биосинтеза гема, получить представления о производных и видах гемоглобина, особенностях их структуры и  функции, обмене железа.

       2. Научиться определять и анализировать содержание гемоглобина в крови.

       3. Ознакомиться с классификацией,  химическим  составом,  метаболизмом  и функциями лейкоцитов, механизмами фагоцитоза.

       4. Получить представление об эндогенной интоксикации и её диагностике.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Количественное определение гемоглобина.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Количественное определение гемоглобина крови гемоглобинцианидным методом.
Принцип метода: Гемоглобин при взаимодействии с железосинеродистым калием (красная кровяная соль) окисляется в метгемоглобин (гемиглобин), образующий с ацетонциангидрином окрашенный гемоглобинцианид, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации гемоглобина.

Ход работы: в пробирку помещают 5 мл основного раствора и 0,02 мл крови, тщательно перемешивают. Через 10 минут на ФЭКе измеряют оптическую плотность этого раствора и стандартного против воды. Светофильтр – зеленый, кювета – 10 мм.

Расчет по формуле: СHb=(Eоп•10•Сст)/Ест г/л, 

где Сст - концентрация гемоглобина в стандартном растворе, 15г%, 10 – коэффициент пересчета Hb из г% в г/л.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Нормальное содержание Hb у женщин 120-140г/л, у мужчин 130-160 г/л.

Повышение содержания Hb в крови: при обезвоживании организма и миелопролиферативных заболеваниях (при эритремии 180-210 г/л), физиологическое повышение – у новорожденных.

Снижение содержания Hb в крови – основной симптом анемии: железодефицитная анемия (наиболее частая), гемолитическая анемия в период криза, В12, Вс дефицитные анемии, гипопластическая, а также через несколько часов после острой кровопотери.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Гетте И.Ф.
УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 28

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимия почек и мочи.
2. Учебная цель занятия: Изучить особенности обмена, мочеобразования, функционального состояния почек и биохимические основы диагностики заболеваний.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить строение, функции и обмен веществ в почке.

2. Изучить механизмы фильтрации, реабсорбции и секреции – которые лежат в основе мочеобразования.

3. Изучить участие почек в биосинтезе биологических веществ.

4. Изучить общие свойства и химический состав первичной и вторичной мочи.

5. Изучить роль почек в регуляции водно-солевого и кислотно-основного состояния.

6. Рассмотреть функциональное состояние почек в норме и при патологии.

7. Качественно определить в ходе выполнения самостоятельной лабораторной работы патологические составляющие мочи.

7.1. Качественная реакция на белок – проба Геллера (Хеллера).

7.2. Качественная реакция на сахар – проба Ниландера.

7.3. Качественное обнаружение крови в моче – бензидиновая проба.

8. Обобщить теоретический материал и данные лабораторной работы, сделать выводы о возможности диагностики заболеваний.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Обнаружение в моче патологических составных частей.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Обнаружение в моче патологических составных частей.
Реактивы: моча, конц. HNO3, реактив Ниландера, бензидин, Н2О2, СН3СООН.

Посуда: пробирки, спиртовка.

Ход работы: 

Берут задачу № Х и наливают в пробирки № 1, 2, 3.

Качественная реакция на белок.

В пробирку №1 наливают 1 мл HNO3 и осторожно по стенки наслаивают мочу. На границе жидкостей при наличие белка появляется белый аморфный слой в виде кольца или муть.

Качественная реакция на сахар.

В пробирку №2 наливают 1 мл мочи и 0,5 мл реактива Ниландера. Нагревают до кипения, около 2 минут кипятят. Появление мелкокристаллического черного осадка висмута свидетельствует о присутствии в моче сахара.

Качественная реакция на обнаружение крови в моче.

В пробирку №3 добавляют 1 мл мочи и несколько капель бензидинового реактива (бензидин растворяют в уксусной кислоте и к раствору прибавляют несколько капель Н2О2). При наличии крови в моче появляется зеленое окрашивание.
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Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Записывают формулы, схему реакции и делают выводы.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено ст. преп. Клубникиной Н.С.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 29 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Водно-электролитный и минеральный обмен.
2. Учебная цель занятия: Изучить биологическую роль макро- и микроэлементов, их участие в обмене у здорового человека и при различных патологиях.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить поддержание водного баланса организма.

2. Изучить действие факторов, влияющих на содержание основных макроэлементов организма и биологическую роль микроэлементов.

3. Уметь интерпретировать результаты анализа макроэлементов, распознавать недостаток микроэлементов.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определение содержание хлоридов в сыворотке крови.

2. Определение содержание кальция в моче по Сулковичу.

3. Определение содержания железа в сыворотке крови.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определение содержания хлоридов в сыворотке крови.
Принцип метода: Исследуемая биологическая жидкость титруется раствором азотнокислой ртути, образующая каламель выпадает в осадок. Когда весь Cl- связан, избыток ионов ртути образует с индикатором дифенилкарбазоном сине-лиловое окрашивание, что служит признаком конца титрования.

Ход работы: В колбу наливают 2,0 мл дистиллированной воды и вносят 0,2 мл сыворотки крови, добавляют 2 капли раствора дифенилкарбазона, затем титруют раствором азотнокислой трути до сине-лилового цвета, измеряют объем (Vоп, мл) нитрата ртути, израсходованного на титрование опытного раствора.

Аналогично определяют объем (Vст, мл) раствора нитрата ртути, израсходованного на титрование стандартного раствора хлорида натрия.

Концентрацию хлоридов в сыворотке крови рассчитывают по формуле:

СCl- = Vоп/Vст ·100 ммоль/л, где 100 ммоль/л концентрация стандартного раствора.

Работа № 2. Определение содержание кальция в моче по Сулковичу.
Принцип метода: Ионы кальция со щавелевой кислотой образуют нерастворимую соль – оксалат кальция.

Ход работы: 

Смешивают 0,5 мл мочи и 0,5 мл реактива Сулковича. Через 1-2 минуты оценивают результат.

Степень помутнения оценивают визуально: 0 – отсутствие помутнения, 1 – слабое помутнение, 2 – умеренное, 3 – значительное, 4 – резко выраженное.

Повышенное выделение кальция с мочой – 3,4 степень помутнения. Снижение выделения кальция – 0 степень.

Работа № 3. Определение содержание железа в сыворотке крови.
Принцип метода: Белки сыворотки крови осаждают ТХУ. Для установления оптимальной величины рН (4,8-5,0) добавляют ацетат аммония, а для восстановления всего железа – гидразин. Fe2+ образует комплекс розового цвета с батофенантралином и хлорсульфоновой кислотой, интенсивность окраски которой пропорциональна концентрации Fe2+.

Ход работы: К 2 мл сыворотки крови добавляют 2,5 мл дистиллированной воды и 1,5 мл 20% ТХУ, перемешивают и нагревают на водяной бане 90-95ºС в течение 20 минут (для освобождения железа из комплекса с белками).

Смесь центрифугируют 20 минут при 3000 об/мин. К 4 мл надосадка добавляют 0,35 мл 75% ацетата аммония и 0,3 мл раствора сульфата гидразина.

Смесь фотометрируют при длине волны 535 нм (Еоп1), затем добавляют 0,4 мл сульфонированного батофенантролина, оставляют на 1 час и снова фотометрируют (Еоп2). 

Стандартный раствор фотометрируют таким же образом 2 раза, получая величины Ест1 и Ест2.

Концентрацию железа в сыворотке крови рассчитывают по формуле:

СFe2+ = (Еоп1- Еоп2) / (Ест1- Ест2) ·30 ммоль/л, где 30 ммоль/л содержание железа в стандартном растворе.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

   Содержание хлоридов в сыворотке крови в норме    .

   Выделение хлоридов с мочой в норме 170-210 ммоль/сут.

Повышение содержание хлоридов в сыворотке крови: обезвоживание, острая почечная недостаточность, метаболический ацидоз после диареи и потери бикарбонатов, респираторный алкалоз, травма головы, гипофункция надпочечников, при длительном приеме кортикостероидов, тиазидный диуретиков, гиперальдостеронизм, болезнь Кушенга.

Снижение содержания хлоридов в сыворотке крови: алкалоз гипохлоремический (после рвоты), ацидоз респираторный, избыточное потоотделение, нефрит с потерей солей (нарушение реабсорбции), травма головы, состояние с увеличением объема внеклеточной жибкости, калит язвенный, болезнь Аддисона (гипоальдостеронизм).

Повышенное выделение хлоридов с мочой: гипоальдостеронизм (болезнь Аддисона), нефрит с потерей солей, повышенный прием соли, лечение диуретиками.

Снижение выведения хлоридов с мочой: Потеря хлоридов при рвоте, диареи, болезнь Кушинга, терминальная фаза почечной недостаточности, ретенция соли при образовании отеков.

   Содержание кальция в сыворотке крови в норме 2,25-2,75 ммоль/л.

   Выделение кальция с мочой в норме 2,5-7,5 ммоль/сут.

Повышение содержание кальция в сыворотке крови: гиперпаратиреоз, метастазы опухолей в костную ткань, миеломная болезнь, сниженное выделение кальцитонина, передозировка витамина Д, тиреотоксикоз.

Снижение содержания кальция в сыворотке крови: гипопаратиреоз, увеличение выделения кальцитонина, гиповитаминоз Д, нарушение реабсорбции в почках, массивная гемотрансфузия, гипоальбунемия.

Повышенное выделение кальция с мочой: длительное воздействие солнечных лучей (гипервитаминоз Д), гиперпаратиреоз, метастазы опухолей в костную ткань, нарушение реабсорбции в почках, тиреотоксикоз, остеопороз, лечение глюкокортикоидами.

Снижение выведения кальция с мочой: гипопаратиреоз, рахит, острый нефрит (нарушение фильтрации в почках), гипотериоз.

   Содержание железа в сыворотке крови в норме         ммоль/л.

Повышение содержание железа в сыворотке крови: апластическая и гемолитическая анемии, гемохроматоз, острый гепатит и стеатоз, цирроз печени, талассемия, повторные трансфузии.

Снижение содержания железа в сыворотке крови: железодефицитная анемия, острые и хронические инфекции, опухоли, заболевания почек, кровопотеря, беременность, нарушение всасывания железа в кишечнике.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Гетте И.Ф.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 30 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Кислотно-основное состояние.
2. Учебная цель занятия: Изучить механизмы регуляции КОС и способы коррекции нарушений КОС.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить значение КОС в поддержании гомеостаза.

2. Изучить физико-химические и физиологические механизмы регуляции КОС.

3. Знать нарушения КОС и способы компенсации этих нарушений.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Определение рН мочи.

2. Определение щелочного запаса крови.

3. Оценка КОС по данным показателям.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Определить рН мочи с помощью универсальной индикаторной бумажки.
Нанесите каплю мочи на индикаторную бумагу, сравните окраску со шкалой.

Работа № 2. Определение щелочного запаса крови.
Принцип метода: Количество всех оснований крови является щелочным запасом цельной крови (показатель ВВ). Принцип определения заключается в том, что к цельной крови добавляют заведомо большее количество соляной кислоты для нейтрализации всех щелочных компонентов, а избыток кислоты оттитровывают щелочью (до рН=5,0). Это значение рН является изоэлектрической точкой для основных белков крови, и они выпадают в осадок (раствор мутнеет). Щелочной запас выражается в мэкв щелочи, соответствующих количеству связанной основаниями крови соляной кислоты, в пересчете на 1 мл крови.

Ход работы: К 10 мл 0,01N HCl добавляют 0,2 мл крови. Тщательно перемешивают, прозрачный бурый раствор медленно титруют из микробюретки 0,1N раствором NaOH до резко наступающего помутнения.

Расчет по формуле: (1-а) •0,1•1000/0,2 мэкв/л или (1-а) •4•100/0,2 мг% NaOH, 

где: 1 – 1 мл 0,1N HCl, взятой для нейтрализации.

а – количество щелочи в мл, пошедшей на титрование

0,1 – количество мэкв в 1 мл щелочи

0,2 – количество мл крови

1000 – пересчет на 1 л крови.

Работа № 3. Оценка результатов определения показателей КОС, полученных с помощью приборов «Аструп», «АЗИВ» и др.
Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
1. Повышение рН мочи: физиологическое - при питании преимущественно овощами; алкалоз крови, длительный или очень значительный ацидоз в крови, цистит. Снижение рН мочи: физиологическое – при мясной диете, ацидоз в крови.

2. В норме щелочной запас находиться в пределах 100-115 мэкв/л или 400-460 мг% NaOH. Повышение щелочного запаса крови: метаболический алкалоз, компенсированный газовый ацидоз. Снижение щелочного запаса крови: метаболический ацидоз, компенсированный газовый алкалоз.

	Состояние КОС
	Показатели КОС

	
	рН


	рСО2
мм.рт.ст.
	АВ

ммоль/л
	SB
ммоль/л
	BB
ммоль/л
	BE
ммоль/л

	норма
	7,35-7,45
	35-45
	25-27
	21-25
	42-52
	+2

	газовый ацидоз
	↓
	↑
	N↑
	N↑
	N↑
	

	газовый алкалоз
	↑
	↓
	N↓
	N↓
	N↓
	

	негазовый

ацидоз 
	↓
	N↓
	↓
	↓
	↓
	↓ (кроме солянокислого

ацидоза)

	негазовый алкалоз
	↑
	N↑
	↑
	↑
	↑
	↑ (после рвоты)


Р50= 30 мм.рт.ст. в норме

Приложение:

· рСО2 – парциальное давление углекислого газа, находящегося в равновесии с угольной кислотой в цельной крови.

· АВ – актуальный бикарбонат, фактическая концентрация НСО3-
· SB – стандартный бикарбонат, содержание НСО3- при стандартных условиях (РСО2 = 40мм.рт.ст., t˚ = 38˚С, 100% насыщение гемоглобина кислородом). У здорового пациента SB и AB близки.

· ВВ – буферные основания или все анионы крови (щелочной запас крови).

· ВЕ – избыток оснований или их недостаток.

· АР – анионная разность. АР=[Na+]+[K+]-[Cl-]-[ НСО3-]=12 ммоль/л. Анионная разность определяется по разности концентраций катионов и анионов.

· Газовые нарушения КОС прежде всего сопровождаются изменениями рСО2. 

· Негазовые нарушения КОС прежде всего проявляются в изменении SB, AB, BB.

· Комбинированное нарушение КОС: при газовом ацидозе вследствие гипоксии периферических тканей происходит накопление молочной кислоты, проявляются признаки метаболического ацидоза.

· Смешанный вид нарушения КОС: при гиперкомпенсации нарушение КОС изменяется в противоположное (например: метаболический ацидоз – в дыхательный алкалоз, выявляются показатели как ацидоза, так и алкалоза).

· Компенсированное нарушение КОС: значение рН остаются в пределах нормы.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено асс. Гетте И.Ф.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 31 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимия печени и метаболизм ксенобиотиков.
2. Учебная цель занятия: Изучить особенности метаболизма печени в норме и при патологии, оценивая ее функциональное состояние с помощью биохимических показателей крови и мочи.

3. Задачи занятия: 

1. Используя вопросы для самоподготовки, основную и дополнительную литературу изучить теоретический материал по биохимии печени и метаболизму ксенобиотиков.

2. Ознакомиться с основными печеночными нагрузками и биохимическими показателями, характеризующими функциональное состояние печени.

3. Изучить основные механизмы обезвреживания в печени эндогенных продуктов обмена и ксенобиотиков. 

4. Приобрести практические навыки определения концентраций общего конъюгированного и неконъюгированного билирубина в сыворотке крови. Научиться использовать результата лабораторных биохимических исследований при диагностике патологических процессов (в печени) и оценивать их степень тяжести и динамику развития с помощью тимоловой пробы.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. По цифровым значениям тимоловой пробы, полученным при исследовании двух образцов сыворотки крови, оценить функциональное состояние печени пациентов и поставить предположительный лабораторный диагноз.

2. Определить: концентрации общего, свободного и связанного билирубина в сыворотке крови, указать диагностическое значение определения этих показателей и поставить предположительный лабораторный диагноз.

3. Написать формулы прямого и непрямого билирубина.

4. Оформить результата лабораторных исследований в виде таблиц.

5. Выполнить тест-контроль по теме биохимия печени и метаболизм ксенобиотиковов.
Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Тимоловая проба (диспротеинемический тест) и ее клинико-диагностическое значение.
Клинико-диагностическое значение: Тимоловая проба (ТП) - является одной из наиболее чувствительных осадочных проб и фиксирует дис- и парапротеинемию по изменению соотношения альбуминов и β, γ- глобулинов, липопротеидов, фосфолипидов и по появлению в сыворотке крови высокомолекулярных аномальных белков. Проба не специфична, так как дает положительный (+) ответ при острых и хронических воспалительных процессах протекающих в различных органах и тканях (печень, почки, легкие, соединительная ткань и т.д.).

 ТП имеет цифровое выражение - от 0 до 20 и более ед. S-H, по которому можно судить о наличии патологического процесса и его и его степени тяжести и динамика развития. В норме (отсутствие воспаления) - ТП отрицательная –ТП (-), равна на 0-4 ед. S-Н, ТП (+) - при 5 -20 и более ед. S-Н.

В клинике ТП используется наряду с другими биохимическими тестами при диагностике заболеваний печени: ТП (+) - при острых вирусных и хронических токсических гепатитах, декомпенсированном циррозе, раке и его метастазах в печень. ТП (+) при печеночной желтухе. ТП (-) при надпеченочной и подпеченочной желтухе (без цитолиза).

Принцип метода: При взаимодействии сыворотки крови с тимоло-вероналовым буфером (рН=7,55) появляется помутнение вследствие образования глобулин-холестерин-липопротеид-тимол-фосфолипидного комплекса. Его интенсивность связана с количеством и % соотношением отдельных фракций. Степень помутнения оценивается нефелометрически на ФЭК. 

Ход работы: Приготовить в пробирках растворы:                                                                                    Таблица 1

	№ пробирки
	Пробирки (мл)

	
	Тимолово-вероналовый буфер
	Н2О дист.
	Сыворотка 1
	Сыворотка 2

	«0» (контроль)
	6
	0,1
	-
	-

	1
	6
	-
	0,1
	-

	2
	6
	-
	-
	0,1


Содержимое пробирок перемешать и выдержать 30 минут при комнатной температуре. Оптическую плотность Е1 и Е2 растворов измерить против "0" - (контрольная проба) на ФЭКе при длине волны 660 нм (красный светофильтр). Цифровые значения ТП (в условных ед. S-Н) вычисляло по формулам:

ТП1 = Е1 · 40,5,  ТП2 = Е2 · 40,5, где Е1 и Е2 – оптические плотности сывороток 1 и 2; 40,5 – переводной коэффициент в ед. S-Н. 

Он рассчитывается по формуле: [С]/Ест = 40,5, где [С] – концентрация раствора сравнения (48 ммоль/л BaCl2); Ест – оптическая плотность раствора BaCl2 против воды.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Результаты работы оформить в виде таблицы:

Таблица 2

	№ пробы
	Е (оптическая плотность)
	Цифровое значение ТП 

(в ед. S-H)
	«+» или «-»
	Вывод (предположительный лаб. диагноз): 

	1
	Е1=
	ТП1=
	
	

	2
	Е2=
	ТП2=
	
	


Работа № 2. Определение концентрации общего билирубина и его фракций (неконъюгированного и конъюгированного билирубина) в сыворотке крови по Йендрашику.
Клинико-диагностическое значение: Определение общего билирубина и его фракций (некоъюгированного и конъюгированного билирубина) в сыворотке крови и уробилиногена в моче относится к обязательным биохимическим исследованиям при диагностике заболеваний печени, так как позволяет установить уровень нарушения пигментного обмена и дифференциально диагностировать желтухи.

Содержание общего билирубина (БРобщ) в сыворотке крови в норме составляет 8,5-20,5 мкмоль/л (0,5-1,2 мг%), из них 75% приходится на долю свободного (неконъюгированного) билирубина (БРнекон).

Гипербилирубинемия (повышение концентрации БР в сыворотке крови) - является результатом нарушения динамического равновесия между скоростью образования и выделения БР и может быть вызвана различными причинами (гемолиз, цитолиз, холеотаз).

Повышение концентрации БР в сыворотке крови до 28мкмоль/л и более сопровождается желтушной окраской кожных покровов, слизистых оболочек склер глаз т.е. желтухой (за счет отложения в тканях диффундирующего из крови БР).

Принцип метода: Общий билирубин сыворотки крови (БРнекон. и БРкон.) определяется на основе реакции с диазореактивом (диазотированной сульфаниловой кислотой) после диссоциации комплекса альбуминов плазмы и БРнекон, в присутствии кофеинового реактива и перехода БРнекон в растворимое состояние. БРкон (растворимый) дает с диазореактивом розовое окрашивание сразу (без кофеинового реагента).

Интенсивность окрашивания исследуемого раствора пропорциональна концентрации азобилирубина в сыворотке крови и оценивается колориметриметрически на ФЭКе.

Концентрация БРнекон определяется расчетным путем как разность между концентрациями БРобщ и БРкон.
Ход работы: Приготовить в пробирках растворы:

Таблица 3

	№
	Реактивы (мл)
	№ пробирки и определяемое вещество

	
	
	1. БРобщ
	2. БРкон
	3. Контроль

	1
	Сыворотка крови
	1
	1
	1

	2
	Кофеиновый реактив
	3,5
	-
	3,5

	3
	Физ. раствор
	-
	3,5
	0,5

	4
	Диазореактив
	10 капель
	10 капель
	-


Содержимое пробирок перемешать, пробирку № 2 (БРкон) выдержать 5 минут, а пробирку № 1 (БРобщ) - 20 минут при комнатной температуре. Затем замеряют оптическую плотность этих растворов (Е1 и Е2) против контрольной пробы (пробирка №3) на ФЭКе при длине волны 560 нм (зеленый светофильтр). Е   - оптическую плотность стандартного раствора билирубина (концентрация БРобщ = 2 мг%) фотоколориметрируют против воды.

Концентрацию БРобщ в сыворотке крови (СБРобщ) вычисляют по формуле:

СБРобщ = Е1/Ест · 2 мг%, где 2 - концентрация БРобщ в стандартном растворе.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Результаты работы оформить в виде таблицы:

Таблица 4

	1
	Оптическая плотность Е
	Е1
	Е2
	Ест

	2
	Концентрация БР в сыв. крови
	[БРобщ]
	[БРкон]
	[БРнекон]


Концентрация БРнекон рассчитывается по формуле: БРнекон = БРобщ - БРкон

Вывод: предположительный лабораторный диагноз.

Работа №3: Решение ситуационных задач (см. приложение).

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено поч. Ванчуговой Н.Н.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2002 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 32/1 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический

Курс: 2

1. Тема занятия: Особенности метаболизма при старении
2. Учебная цель занятия: Изучить изменение обмена веществ в организме при старении

3. Задачи занятия: 

1. Изучить теоретический материал о причинах, механизмах старения, изменении важнейших видов обмена веществ и их интеграции при старении.
2. Изучить теоретический материал по особенностям возрастзависимого изменения важнейших лабораторных биохимических показателей периферической крови.

3. Исследовать в ходе выполнения лабораторной работы изменения концентрации об. холестерина (об. белка) в пробах периферической крови практически здоровых людей зрелого и пожилого возраста.

4. Рассмотреть результаты готовых данных  исследования перекисного окисления липидов периферической крови  людей разного биологического и паспортного возраста, сделать выводы о степени влияния биохимических изменений на темп старения (ситуационные задачи).

5. Обобщить теоретический материал, данные лабораторной работы и ситуационных задач, сделав выводы об изменении обмена веществ и возможности его коррекции при старении, особенностях биохимической диагностики в геронтологии.

4.Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Исследовать концентрацию холестерина (общ. белка) в периферической крови практически здоровых людей зрелого и пожилого возраста ( работа № 1 и № 2).

2. Изучить лабораторные данные биохимических исследований людей разного биологического и паспортного  возраста (см. приложение СИТУАЦИОННЫЕ ЗАДАЧИ), сделать заключение о вкладе уровня перекисного окисления липидов в процесс старения организма, наметить пути коррекции.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1 Исследование концентрации холестерина в периферической крови у людей разного возраста.
 Принцип метода. При гидролизе эфиров холестерина холестеролэстеразой образуется     свободный холестерин. Образовавшийся и имеющиеся в пробе холестерин окисляются кислородом воздуха под действием холестеролоксидазы с образованием эквимолярного количества перекиси водорода. Под действием пероксидазы перекись водорода окисляет хромогенные субстраты с образованием окрашенного продукта. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации холестерина в пробе.

Ход работы: В пробирках готовят следующие растворы (табл. №1):

Таблица 1

Состав пробирок для определения холестерина

	Компоненты проб
	№ пробирки

	
	1 (А1)
	2 (А2)
	3 (В)

	Сыв-ка крови человека зрелого возраста
	0,02  мл
	-
	-

	Сыв–ка крови человека пожилого возраста
	
	0,02  мл
	

	Стандартный р-р холестерина
	-
	-
	0,02 мл

	Реагент
	2,0 мл
	2,0 мл
	2,0 мл


 Содержимое пробирок перемешивают и выдерживают 15 минут при температуре 20 градусов (комнатной температуре). Оптическую плотность всех растворов измеряют при зеленом светофильтре ФЭКа ( длина волны 490 нм. ), “ноль” устанавливают по воздуху.

Концентрацию холестерина в сыв-ке крови вычисляют по формуле:

 Схс = ЕА1, А2/ ЕВ * 5,17 ( ммоль/л ) или СХС = ЕА1,А2 /ЕВ * 200 ( мг/100 мл ),   где

Схс - концентрация холестерина в сыворотке крови, равная 2 м Моль/л

ЕА1, ЕА2 – оптическая плотность опытных растворов, ЕВ - оптическая плотность стандартного раствора.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
Оформить результаты работы в виде таблицы 2:

Таблица 2

Результаты исследования концентрации холестерина в сыворотке крови практически здоровых людей зрелого и пожилого возраста

	№ пробирки
	1
	2
	3

	Оптическая плотность
	
	
	

	Значение концентрации холестерина 

( мМоль/ л)
	
	
	


 В выводе сравнить между собой, а также с возрастными нормами из литературных источников, численные значения концентрации холестерина в сыворотке крови людей зрелого и пожилого возраста, объяснить обнаруженные различия исходя из возрастных особенностей метаболизма этого вещества и его регуляции. 

Работа № 2. Исследование концентрации общего белка в периферической крови.

Принцип метода. Белок образует окрашенный комплекс с ионами меди в щелочной среде.

 Ход работы: В пробирках готовят следующие растворы ( табл.  3):


                                                                                                                                       Таблица 3.

	Компоненты проб


	
№ пробирки

	
	1 (А 1 )
	2 ( А 2)
	3 (В)

	Сыв-ка крови человека зрелого возраста
	0,1
	-
	-

	Сыв-ка крови человека старого возраста
	-
	0,1
	-

	Стандартный р-р белка
	-
	-
	5,0

	Рабочий р-р
	5.0
	5,0
	5,0



Содержимое пробирок перемешивают, выдерживают при комнатной температуре 20-25
 градусов в течение 30 минут. Оптическую плотность всех растворов измеряют при длине волны 540 нм., «ноль» устанавливают против контроля.

    Концентрацию общего белка в сыв-ке крови вычисляют по формуле:

    СОБ. = ( ЕА1 / Ест ) * 70, где

    СОБ.- концентрация общего белка в сыв-ке крови  в г/л;

    ЕА1,А2 – экстинция опытных проб;


    70 – концентрация белка в стандарте в г/л.

    Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов.

         Оформить результаты работы в виде таблицы 4:


                                           Таблица 4.

Результаты исследования концентрации об. белка в сыворотке крови практически здоровых людей зрелого и пожилого возраста

	    № пробирки
	 1
	 2
	 3

	Оптическая плотность
	
	
	

	Значение концентрации общего белка (мМоль/л)
	
	
	


     В выводе сравнить между собой, а также с возрастными нормами из литературных источников численные значения концентрации общего белка в сыворотке крови людей зрелого и пожилого возраста, объяснить обнаруженные различия.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено проф. Мещаниновым В.Н., асс. Голомолзиным Б.В., студ. 2 курса Батыршиным Г.

УРАЛЬСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ

Кафедра биоорганической и биологической химии

“Утверждаю”

Зав. каф. проф., д.м.н.

Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 32/2 

(для студентов)

Факультеты: педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимия молока и лактации.
2. Учебная цель занятия: Изучить нейроэндокринную регуляцию развития молочных желез и лактации; механизмы образования молока, химический состав и питательную ценность в различные сроки лактации.

3. Задачи занятия: 

1. Ознакомиться со структурой, биохимической ролью и метаболизмом гормонов, регулирующих развитие и лактацию молочных желез.

2. Изучить в сравнительном аспекте физико-химические свойства, качественный и количественный химический состав, питательную ценность различных видов женского молока и зрелого коровьего.

3. Научиться определять в молоке содержание химических веществ, проводить специфическую реакцию Умикова с целью отличия женского молока от коровьего. 

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Получение осадка казеина и его открытие.

2. Открытие альбуминов и глобулинов в молоке биуретовой реакцией.

3. Отделение альбуминов и глобулинов.

4. Открытие в безказеиновом фильтрате молока кальция, неорганического фосфора, лактозы, аминокислот, витаминов А, В2.

5. Проведение специфической реакции Умикова.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Осаждение казеиногена.
В пробирку отмеривают 2 мл 0,1 н СН3СООН и 2 мл 0,1 н CH3COONa. Полученный раствор представляет буферную смесь с рН=4,7, соответствующим изоэлектрической точке казеиногена. Добавляют в пробирку 20 капель молока, раствор взбалтывают, казеиноген выпадает в осадок. Через 5—7 минут жидкость отфильтровывают от осадка казеиногена через двойной бумажный фильтр. Если фильтрат получается мутным, повторяют фильтрование. Фильтрат и осадок казеиногена сохраняют для дальнейших исследований.

На фильтр с осадком казеиногена наливают 10—12 капель 0,1 н Na2CO3. Казеиноген растворяется в соде и раствор его проходит через фильтр. Открывают казеиноген в растворе биуретовой реакцией, прибавляя к нему 5 капель 10% NaOH и 2 капли 2% CuSО4.

Работа № 2. Отделение альбуминов и глобулинов.
К 1 мл фильтрата после осаждения казеиногена добавляют 1 мл насыщенного раствора сернокислого аммония и оставляют стоять 10 минут. Жидкость мутнеет вследствие выпадения в осадок глобулинов. Отфильтровывают осадок глобулинов через бумажный фильтр. К полученному фильтрату добавляют кристаллический сернокислый аммоний до полного насыщения— выпадает осадок альбуминов.

Работа № 3. Открытие кальция, фосфора, лактозы, аминокислот.
Открытие кальция. Отмеривают в пробирку 10 капель фильтрата после осаждения казеиногена и добавляют 10 капель раствора щавелевокислого аммония. Раствор мутнеет вследствие образования осадка щавелевокислого кальция.

Открытие фосфора. К 10 каплям фильтрата после осаждения казеиногена добавляют 5 капель раствора молибденово-кислого аммония, 5 капель 1% гидрохинона и через 5 минут 10 капель карбонатсульфита. Развивается синее окрашивание.

Открытие лактозы. Остаток фильтра после осаждения казеиногена нагревают в пробирке до кипения и в кипящую жидкость по каплям прибавляют 0,1 н Na2CO3 до полного осаждения (выпадения в виде хлопьев) альбуминов и глобулинов. Добавление Na2CO3 производят с целью довести реакцию среды до рН, соответствующего изоэлектрической точке этих белков. Жидкость охлаждают до комнатной температуры, осадок отфильтровывают через бумажный фильтр. Полученный фильтрат делят на 2 части. В одной из них открывают присутствие лактозы реакцией Фелинга. Для этого к фильтрату добавляют по 10 капель реактивов Фелинга I и II нагревают до кипения.

Открытие аминокислот. Ко второй части фильтрата добавляют 5 капель 0,1 н СН3СООН, 3 капли 1% водного раствора нингидрина и кипятят 1—2 минуты. Развивается фиолетовое окрашивание. 

Работа № 4. Реакция Умикова на отличие женского молока от коровьего.

В одну пробирку отмеривают 2 мл женского молока, в другую — 2 мл коровьего. В обе пробирки прибавляют по 2 мл 15% раствора аммиака и помещают их на 10 минут в водяную баню при 60° С. В пробирке с женским молоком развивается буро-фиолетовое окрашивание. Окраска коровьего молока не меняется.

Работа № 5. Определение витамина А.

Работа № 6. Определение витамина B2 (рибофлавин).

Реакция основана на способности витамина В2 легко восстанавливаться. Раствор витамина В2, имеющий желтый цвет, при восстановлении приобретает сначала розовый цвет за счет образования промежуточных соединений, а затем обесцвечивается. Восстановленная форма рибофлавина бесцветна.

В пробирку наливают 10 капель 0,025% раствора витамина В2, добавляют 5 капель концентрированной НСl и опускают зернышко металлического цинка. Сразу же начинается выделение пузырьков водорода. Жидкость сначала розовеет, затем обесцвечивается.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Результаты исследования молока на содержание химических веществ внести в таблицу №1. При обнаружении в-ва поставить знак «+», при отсутствии «-».

Таблица 1.

	№
	казеиноген
	Альбумины
	глобулины
	Са2+
	Фн
	Лактоза
	аминокислоты
	Вит . А
	Вит. В2.
	Реакция Умикова

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


 7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10.  Учебное задание подготовлено  доц. Трубачев С.Д.
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Кафедра биоорганической и биологической химии
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 32/3 

(для студентов)

Факультеты: лечебно-профилактический

Курс: 2

1. Тема занятия: Факторы внешней среды и метаболизм.
2. Учебная цель занятия: Изучить изменение обмена веществ в организме при воздействии повреждающих факторов внешней среды.

3. Задачи занятия: 

1. Изучить теоретический материал о воздействии различных неорганических и органических токсинов на обмен веществ организма.

2. Изучить теоретический материал о видах излучений и их воздействии на организм.

3. Изучить теоретический материал о токсическом воздействии этанола на организм.

4. Исследовать в ходе выполнения лабораторной работы маркеры различных видов токсических поражений. 

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Исследовать пробы мочи на содержание ацетальдегида, фенола, пролина – маркеров токсического поражения.

2. Исследовать содержание малонового диальдегида в цельной крови – маркеры лучевого поражения.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Качественное определение ацетальдегида в моче при отравлении этанолом.
Принцип метода: Ацетальдегид с фуксинсернистой кислотой образует комплекс фиолетового цвета.

Ход работы: В пробирку №1 и №2 добавляют 1 мл мочи здорового человека и больного алкоголизмом. В каждую пробирку вносят по 1 мл фуксинсернистой кислоты. Наблюдают изменения в окраске.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов
В выводе сравнить между собой пробы №1 и №2. Делают обобщения о диагностической важности определения ацетальдегида в моче.

Работа № 2. Качественное определение фенола в моче.
Принцип метода: Лекарственные препараты (производные салициловой кислоты и ПАСК), ароматические углеводороды частично обезвреживаются в печени с образованием гидроксила в бензольном кольце. В гидроксилированной форме они попадают в мочу и с хлорным железом дает красно-фиолетовое окрашивание.

Ход работы: в пробирку добавляют 2 капли раствора фенола, затем вносят 3 капли воды и 1 каплю хлорного железа.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов 

В выводе отметить наличие изменения окраски и дать клинико-диагностическое значение определения фенола.

Работа № 3. Качественное определение малонового диальдегида с помощью тиобарбитуровой кислоты.
Принцип метода: Малоновой диальдегид (МДА) является конечным продуктом перекисного окисления липидов в клетке. Увеличение его концентрации свидетельствует об увеличении липидной пероксидации в организме, вызванной радиоактивным излучением. 

Ход работы: К 1 мл цельной крови дабовляют 6 мл 57% трихлоруксусной кислоты. Отбирают 2 мл безбелкового экстракта в который вносят 1 мл 0,8% р-р тиобарбитуровой кислоты. Полученный раствор помещают на кипящую водяную баню на 10 минут. Полученный р-р фотоколориметрируют при светофильтре. Расчет концентрации МДА производят по формуле: С = Е • 6,73 •10-5 ммоль/л крови, где Е – экстинция раствора.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов 

В выводе отметить изменение окраски раствора и указать клинико-диагностическое значение определения МДА. Написать формулу МДА.

Работа № 4. Качественное определение пролина в моче.
Принцип метода: Пролин одна из основных аминокислот белка соединительной ткани - коллагена. При увеличении фиброзного процесса в тканях увеличивается концентрация его в крови и моче. Пролин при высокой температуре образует в изотиновом растворе ярко-голубой комплекс.

Ход работы: Фильтрованную бумагу смачивают в изотиновом растворе и затем высушивают при комнатной температуре. Затем на нее наносят каплю мочи. Образец помещают в сушильный шкаф (t = 100˚C) на 10 минут. Промачивают 1Н HCl и дистиллированной водой. При наличии пролина в моче наблюдают появление ярко-голубой окраски. 

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов 

В выводе отметить наличие характерной окраски образца и дать клинико-диагностическое значение определения пролина.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено доц. Даниловой И.Г.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 31/2 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Биохимические основы медицинской витаминологии. Витамины-коферменты – регуляторы и интеграторы тканевого метаболизма.
2. Учебная цель занятия: Изучить биологически активные вещества витамины-регуляторы и интеграторы тканевого метаболизма, их биохимические функции и механизмы действия.

3. Задачи занятия: 

1. Раскрыть биохимический смысл понятия витамины, познакомить студентов с принципами классификации, номенклатуры витаминов и истории развития науки витаминологии.
2. Изучить теоретический материал, касающийся причин и видов нарушения обмена витаминов, методов оценки обеспеченности организма витаминами, основных источников поступления их в организм.

3. Изучить нормы потребления витаминов по возрастным группам, уметь обосновать их на основе знаний об интеграции метаболических процессов в организме.

4. Изучить теоретический материал касающийся строения, физических, химических свойств, участие в обмене веществ, механизм действия, признаков гипо- и авитаминозов важнейших витаминов-коферментов (РР1, В1, В2, В6, В12, ТГФК, биотин), научиться связывать симптомы витаминной недостаточности с изменением молекулярных процессов в клетке.

5. Освоить методики проведения качественных реакций обнаружения витаминов В1, В2, В6, РР, фолиевой кислоты в биологических жидкостях.

6. Обобщить теоретический материал, данные лабораторной работы, сделать выводы о связи: уровень витаминов в организме – интеграция метаболических процессов в клетке.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Исследовать присутствие витаминов РР1, В1, В6, фолиевой кислоты в биологических жидкостях с помощью качественных реакций.

2. Изучить результаты клинических наблюдений лабораторных данных биохимических исследований пациентов различного возраста и сделать заключение об обеспеченности их организма витаминами (ситуационные задачи).

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Качественные реакции на витамины В1, В2, В6, В12, РР, фолиевую кислоту.
Диагностическое значение: позволяет обнаружить витамины в биологических жидкостях, пищевых продуктах определить подлинность лекарственного препарата.

	Витамин
	Принцип метода
	Порядок выполнения работы
	Качественная реакция

	В1
	В щелочной среде тиамин окисляется в тиохром, который флуоресцирует в УФ
	1. 2 капли 5% раствора тиамина

2. 2-4 капли 10% раствора NaOH
3. 2-3 капли 5% р-ра K3[Fe(CN)6] (окислитель)

4. 10 минут выдержки после перемешивания 
	УФ, синяя флуоресценция

	В2
	Рибофлавин и флавиновые ферменты флуоресцируют в УФ. Восстановленные формы не флуорисцируют в УФ.
	1. 10 капель 0,025% р-ра рибофлавина

2. 10 капель 0,025% р-ра рибофлавина, 2 капли 0,5% р-ра тиосульфата натрия (восстановитель). Перемешивают.


	УФ, желто-зеленая

УФ, отсутствие флуоресценции



	Фолиевая к-та
	В щелочной среде флуоресцирует
	1. 10 капель 0,001% р-ра фолиевой к-ты

2. 1 мл 0,1Н р-ра NaOH. Перемешивают
	УФ, голубая флуоресценция

	В6
	Качественная реакция связана с присутствием в молекуле вит. В6 фенольного гидроксила.
	1. 5 капель 1% р-ра вит. В6.

2. 5 капель 1% р-ра FeCl3. Перемешивают
	Красное окрашивание

	РР
	Качественная реакция связана с кислотными свойствами никотиновой кислоты.
	1. 20 капель 3% р-ра вит. РР взбалтывают и нагревают до кипения

2. Добавляют 20 капель ацетата меди. Нагревают до кипения.

3. Охлаждают под струей воды.
	Синий осадок медной соли никотиновой кислоты


Работа № 2. 

Изучить результаты клинических наблюдений и лабораторные данные биохимических исследований пациентов различного возраста и сделать заключение об обеспеченности их организма витаминами (ситуационные задачи).

Клинико-диагностическое значение. Клиническое наблюдение состояния больного позволяет выделить ведущие симптомы аллиметарного заболевания (гипо- или гипервитаминоза), а лабораторные биохимические исследования подтвердить предполагаемый диагноз.

7. Контрольные вопросы по теме занятия (см. задание к занятию).

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено ст. преп. Каминская Л.А..
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Мещанинов В.Н.

____‘’____________2001 г
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

К ПРАКТИЧЕСКОМУ ЗАНЯТИЮ № 31/3 

(для студентов)
Факультеты: лечебно-профилактический, медико-профилактический, педиатрический

Курс: 2

1. Тема занятия: Витамины в патохимии экстремальных состояний. Витамины-антиоксиданты.
2. Учебная цель занятия: Изучить свойства и механизмы действия витаминов-антиоксидантов, их биологическую роль в процессах адаптации организма в экстремальных состояниях.

3. Задачи занятия: 

1. Повторить основной теоретический материал о механизмах поддержания уровня свободно-радикальных процессов в клетке.

2. Изучить теоретический материал, касающийся строения, физических, химических свойств, участие в обмене веществ, механизма действия, признаков гипо- и авитаминозов важнейших витаминов-антиоксидантов (А, Е, С, К, Р, Д, липоевая кислота).

3. Научиться соотносить нарушение молекулярных процессов в клетке при гипо- и авитаминозах А, Е, С, К, Р, Д с симптомами алиментарных заболеваний.

4. Изучить теоретический материал, связанный с биохимическим обоснованием состава комплекса витамины-микроэлементы, обладающих геропротекторным, антиоксидантным, мембранотропным действием.

5. Освоить методы качественного определения витаминов А, Е, С и количественного определения вит. С в биологических жидкостях.

6. Обобщить теоретический материал, данные лабораторной работы, сделать выводы о специализированных возможностях применения витаминных комплексов для коррекции патохимических изменений и восстановлении нормы в экстремальных состояниях организма.

4. Продолжительность занятия: 3 акад. часа.

5. Задание студентам:

1. Исследовать с помощью качественных реакций присутствие витаминов С, А ,Е в биологических жидкостях организма (кровь, моча).

2. Исследовать количественное содержание витамина С в биологических жидкостях.

6. Методические указания к выполнению самостоятельной работы на занятии. 

Работа № 1. Качественные реакции на витамины А, Е, Д.
Диагностическое значение: позволяет обнаружить витамины в биологических жидкостях, пищевых продуктах определить подлинность лекарственного препарата.

	Витамин
	Принцип метода
	Порядок выполнения работы
	Качественная реакция

	А
	Дегидратация в кислой среде приводит к образованию окрашенного соединения
	1. 3 капли масляного раствора витамина А в хлороформе

2. 1 капля конц. Н2SO4. Перемешивают 
	Красно-фиолетовая окраска переходит в красно-бурую

	Д
	Продукт взаимодействия витамина Д с бромом – окрашенное соединение
	1. 2-4 капли масляного раствора витамина Д.

2. 2-4 капли раствора брома в хлороформе (1:60). Перемешивают.


	Зеленовато-голубое окрашивание



	Е
	Α-токоферол окисляется в хинон, который окрашивает раствор
	1. 4-5 капель 0,1% спиртового раствора витамина Е.

2. 0,5 мл 1% раствора FeCl3. Перемешивают
	Красное окрашивание


Работа № 2. Количественное определение витамина С.

Принцип метода: основан на способности аскорбиновой кислоты восстанавливать 2,6 дихлориндофенол (2,6-ДХИФ), который в кислой среде имеет красную окраску, а при восстановлении обесцвечивается. Щелочной раствор 2,6-ДХИФ синего цвета. Исследуемый раствор титруют в кислой среде щелочным раствором 2,6-ДХИФ до появления розового окрашивания.

	V1 

исследуемая проба (мл)
	V 

Н2О (мл)
	V 

10% HCl (мл)
	V2 

2,6-ДХИФ (мл)
	Расчет [С] аск. к-ты

мг/мл пробы

	10
	10
	0,5
	Титруют до появления розового окрашивания
	[С]=0,088•V2/V1 (мг/мл)

1мл 0,001М р-ра 2,6-ДХИФ соответствует 0,088 мг вит. С


Рекомендации по оформлению результатов работы написанию выводов.

Оформить полученные данные в виде таблицы. Название таблицы: Результаты исследований содержания витамина С в моче у пациентов.

	№
	V
2,6-ДХИФ (мл)
	[С]

мг/мл пробы
	[С]

мг/мл

сут. мочи
	Примечание
	Выводы

	1
	
	
	
	Не принимает витамин
	

	2
	
	
	
	Принимает поливитаминный комплекс (С 100 мг/сут)
	

	3
	
	
	
	Принимает витамин С (100 мг/сут)
	


В выводах сравнить между собой полученные данные и сделать заключение.

8. Литература для подготовки (см. задание к занятию).

9. Обсуждено на заседании кафедры 18. 04. 2001 г.
10. Учебное задание подготовлено ст. преп. Каминская Л.А..
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