[image: image20.wmf]N

H

C

H

R

6

C

O

N

C

H

R

5

C

O

-

N

C

H

R

4

C

O

N

H

C

H

R

1

C

O

-

N

C

H

R

2

C

O

N

C

H

R

3

C

O

C

u

2

-

2

N

a

+


УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ПОСОБИЕ ДЛЯ СТУДЕНТОВ К ПРАКТИЧЕСКИМ ЗАНЯТИЯМ ПО ПРОФЕССИОНАЛЬНОМУ МОДУЛЮ
«ПРОВЕДЕНИЕ ЛАБОРАТОРНЫХ БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ»
Часть I
Ханты-Мансийск, 2016
БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ ВЫСШЕГО ОБРАЗОВАНИЯ

ХАНТЫ-МАНСИЙСКОГО АВТОНОМНОГО ОКРУГА - ЮГРЫ
«ХАНТЫ-МАНСИЙСКАЯ ГОСУДАРСТВЕННАЯ МЕДИЦИНСКАЯ АКАДЕМИЯ»

ФАКУЛЬТЕТ СМПО
МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЪЕДИНЕНИЕ ДИСЦИПЛИН ЛАБОРАТОРНО-ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ

УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ПОСОБИЕ ДЛЯ СТУДЕНТОВ К ПРАКТИЧЕСКИМ ЗАНЯТИЯМ ПО ПРОФЕССИОНАЛЬНОМУ МОДУЛЮ
«ПРОВЕДЕНИЕ ЛАБОРАТОРНЫХ БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ»

Часть I
Ханты-Мансийск, 2016

УДК: 577.1
БКК: 28.707.2


Учебно-методическое пособие разработано в соответствии с рабочей программой профессионального модуля «Проведение лабораторных биохимических исследований», предусмотренной учебным планом студентов 1-3 курсов, обучающихся по специальности 31.02.03 «Лабораторная диагностика».


Рекомендовано к изданию Центральным координационно-методическим советом БУ «Ханты-Мансийская государственная академия» в качестве учебно-методического пособия к практическим занятиям для студентов, обучающихся по специальности 31.02.03 «Лабораторная диагностика» (решение от «08» июня 2016 г., протокол № 7)
Рецензент:
заведующий кафедрой госпитальной терапии 
БУ «Ханты-Мансийская государственная академия»

д.м.н., доцент А.Л. Коркин

доцент кафедры медицинской и биологической химии 

БУ «Ханты-Мансийская государственная академия»
к.м.н. С.П. Калашникова
Никулина Е.Г.
Учебно-методическое пособие для студентов к практическим занятиям по профессиональному модулю «Проведение лабораторных биохимических исследований» (часть 1): Учебно-методическое пособие – Ханты-Мансийск: ИТЦ БУ «Ханты-Мансийская государственная академия», 2016. – 77 с.
Содержание

	Введение
	5

	Практическое занятие № 1
	10

	Практическое занятие № 2
	16

	Практическое занятие № 3
	27

	Практическое занятие № 4
	37

	Практическое занятие № 5
	42

	Практическое занятие № 6 
	46

	Практическое занятие № 7
	49

	Практическое занятие № 8
	52

	Практическое занятие № 9
	54

	Практическое занятие № 10
	58

	Практическое занятие № 11
	62

	Практическое занятие № 12
	65

	Практическое занятие № 13
	68

	Практическое занятие № 14
	71


Введение

1. Цель ПМ 03 «Проведение лабораторных биохимических исследований» 

Цель - формирование общекультурных и профессиональных компетенций согласно ФГОС (см. перечень компетенций).

2. Перечень практических навыков и умений

В результате изучения студент должен:

Иметь практический опыт:

1. определения показателей белкового, липидного, углеводного и минерального обменов, активности ферментов, белков острой фазы, показателей гемостаза;
Знать:

Зн. 1. - задачи, структуру, оборудование, правила работы и техники безопасности в биохимической лаборатории;
Зн. 2. - особенности подготовки пациента к биохимическим лабораторным исследованиям;
Зн. 3. - основные методы и диагностическое значение биохимических исследований крови, мочи, ликвора и т.д.;

Зн. 4. - основы гомеостаза; биохимические механизмы сохранения гомеостаза;

Зн. 5. - нормальную физиологию обмена белков, углеводов, липидов, ферментов, гормонов, водно-минерального, кислотно-основного состояния; причины и виды патологии обменных процесов; 

Зн. 6. - основные методы исследования обмена веществ, гормонального профиля, ферментов и др.
Уметь:

Ум. 1. - готовить материал к биохимическим исследованиям;

Ум. 2. - определять биохимические показатели крови, мочи, ликвора и т.д.;

Ум. 3. - работать на биохимических анализаторах;

Ум. 4. - вести учетно-отчетную документацию; 

Ум. 5. - принимать, регистрировать, отбирать клинический материал.

3. Перечень формируемых компетенций

Процесс изучения модуля направлен на формирование у обучающегося следующих компетенций:

ОК 1 - Понимать сущность и социальную значимость своей будущей профессии, проявлять к ней устойчивый интерес;

ОК 2 – Организовывать собственную деятельность, выбирать типовые методы и способы выполнения профессиональных задач, оценивать их выполнение и качество;

ОК 3 - Принимать решения в стандартных и нестандартных ситуациях и нести за них ответственность;

ОК 4 - Осуществлять поиск и использование информации, необходимой для эффективного выполнения профессиональных задач, профессионального и личностного развития;

ОК 5 - Использовать информационно-коммуникационные технологии в профессиональной деятельности;

ОК 6 - Работать в коллективе и в команде, эффективно общаться с коллегами, руководством, потребителями;

ОК 7 - Брать на себя ответственность за работу членов команды (подчиненных), за результат выполнения заданий;

ОК 8 - Самостоятельно определять задачи профессионального и личностного развития, заниматься самообразованием, осознанно планировать и осуществлять повышение квалификации;

ОК 9 - Ориентироваться в условиях смены технологий в профессиональной деятельности;

ОК 10 - Бережно относиться к историческому наследию и культурным традициям народа, уважать социальные, культурные и религиозные различия;

ОК 11 - Быть готовым брать на себя нравственные обязательства по отношению к природе, обществу и человеку;

ОК 12 – Оказывать первую медицинскую помощь при неотложных ситуациях;

ОК 13 - Организовывать рабочее место с соблюдением требований охраны труда, производственной санитарии, инфекционной и противопожарной безопасности;

ОК 14 - Вести здоровый образ жизни, заниматься физической культурой и спортом для укрепления здоровья, достижения жизненных и профессиональных целей;

ПК 3.1 – Готовить рабочее место для проведения лабораторных биохимических исследований;

ПК 3.2 – Проводить лабораторные биохимические исследования биологических материалов; участвовать в контроле качества;

ПК 3.3 – Регистрировать результаты лабораторных биохимических исследований;

ПК 3.4 – Проводить утилизацию отработанного материала, дезинфекцию и стерилизацию использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты;

4. Матрица компетенций

	Компетенции
	Уровень освоения

	
	Иметь представление
	ЗНАТЬ
	УМЕТЬ
	Иметь практический  опыт

	ОК 1 - Понимать сущность и социальную значимость своей будущей профессии, проявлять к ней устойчивый интерес;
	
	1
	
	

	ОК 2 – Организовывать собственную деятельность, выбирать типовые методы и способы выполнения профессиональных задач, оценивать их выполнение и качество;
	
	3,6
	1-5
	

	ОК 3 - Принимать решения в стандартных и нестандартных ситуациях и нести за них ответственность;
	
	1-6
	1-5
	

	ОК 4 - Осуществлять поиск и использование информации, необходимой для эффективного выполнения профессиональных задач, профессионального и личностного развития;
	
	1-6
	1-5
	

	ОК 5 - Использовать информационно-коммуникационные технологии в профессиональной деятельности;
	+
	
	
	

	ОК 6 - Работать в коллективе и в команде, эффективно общаться с коллегами, руководством, потребителями;
	+
	
	
	

	ОК 7 - Брать на себя ответственность за работу членов команды (подчиненных), за результат выполнения заданий;
	
	2,3,6
	2,3
	


	ОК 8 - Самостоятельно определять задачи профессионального и личностного развития, заниматься самообразованием, осознанно планировать и осуществлять повышение квалификации;
	+
	
	
	

	ОК 9 - Ориентироваться в условиях смены технологий в профессиональной деятельности;
	
	1,2,6
	2,3
	

	ОК 10 - Бережно относиться к историческому наследию и культурным традициям народа, уважать социальные, культурные и религиозные различия;
	+
	
	
	

	ОК 11 - Быть готовым брать на себя нравственные обязательства по отношению к природе, обществу и человеку;
	+
	
	
	

	ОК 12 – Оказывать первую медицинскую помощь при неотложных ситуациях;
	+
	
	
	

	ОК 13 - Организовывать рабочее место с соблюдением требований охраны труда, производственной санитарии, инфекционной и противопожарной безопасности;
	
	1
	1,4,5
	


	ОК 14 - Вести здоровый образ жизни, заниматься физической культурой и спортом для укрепления здоровья, достижения жизненных и профессиональных целей;
	+
	
	
	

	ПК 3.1 – Готовить рабочее место для проведения лабораторных биохимических исследований;
	
	1,2
	1,4,5
	1

	ПК 3.2 – Проводить лабораторные биохимические исследования биологических материалов; участвовать в контроле качества;
	
	3-6
	1,2,3
	1

	ПК 3.3 – Регистрировать результаты лабораторных биохимических исследований;
	
	6
	5
	1

	ПК 3.4 – Проводить утилизацию отработанного материала, дезинфекцию и стерилизацию использованной лабораторной посуды, инструментария, средств защиты;
	
	1
	1,5
	1


Пособие составлено таким образом, чтобы показать значение биохимических процессов и развить у обучающихся навыки самостоятельной работы. Поэтому перед каждой работой дается краткая теоретическая часть по существу вопроса, необходимая для понимания эксперимента, приведены формулы и реакции, приводится инструкции для самостоятельного выполнения практической части занятия. После каждого занятия обучающийся выполняет задания для самостоятельной внеаудиторной работы, которые представлены в тетрадях для самостоятельной работы.
Выполнение практической части занятия осуществляется в виде учебно-исследовательской работы (УИРС). УИРС – не просто самостоятельное выполнение биохимического исследования (освоение работы по алгоритму), но получение не известного заранее результата, его интерпретация как нормы или отклонения от нее, а в случае несовпадения результата с истинным значением – поиск причин собственной ошибки, оформление полученных данных.

Задания по УИРС обучающийся выполняет либо индивидуально, либо в составе малой группы. Биохимические методы, лежащие в основе УИРС, являются унифицированными и применяются в клинико-диагностических лабораториях медицинских учреждений.

Для выполнения УИРС обучающийся должен хорошо знать санитарно-эпидемиологические правила работы, принцип метода, применяемого для определения данного биохимического показателя, этапы работы и условия проведения исследования. Технология каждого метода, предлагаемого в качестве УИРС, описана в практикуме для практических занятий по ПМ. 03 «Проведение лабораторных биохимических исследований».

Каждый обучающийся получает пробирку с биологической жидкостью и проводит, ориентируясь на инструкцию, качественное или количественное определение биохимического показателя, например мочевой кислоты в сыворотке крови. После проведения реакции, работы на колориметре и расчета полученного результата, делает вывод и отчитывается преподавателю, интерпретируя результат как норму или отклонение от нее. Если обучающийся получил неверный результат, он анализирует возможные причины этого, если правильно разобрался в своих ошибках – оценка не снижается. Результат и вывод оформляется в рабочей тетради.

Качество УИРС обучающегося оценивается по ряду показателей:

· Практические умения и навыки:
a) подготовка к работе:
· одет ли обучающийся в медицинский халат! (а не верхняя часть хирургического костюма) и шапочку, не забыл ли надеть перчатки;

· правильно ли организовано рабочее место (рабочая поверхность стола свободна, необходимые реактивы выставлены, необходимое оборудование в наличии);

   б)  правильность вычисления результата:
·  использование соответствующей формулы;
· правильное обозначение единиц измерения.

· Теоретические навыки интерпретации анализа определяются по способности обучающегося отнести полученный результат к норме, патологии. Если результат отклоняется от референтного значения, обучающийся должен предложить варианты возможного изменения метаболизма у пациента, проявившегося данными изменениями биохимического показателя. Расчет, полученный результат УИРС и его интерпретация оформляются в рабочей тетради.

Учебно-исследовательская работа служит мостиком для выполнения выпускной квалификационной работы.

Раздел 1 Организация работы биохимической лаборатории. Химия биоорганических соединений.
Практическое занятие №1: Изучение устройства, организации работы биохимической лаборатории. Проведение мероприятий по соблюдению санитарно-эпидемиологического режима в биохимической лаборатории. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1 
Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ
	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1
	1,4,5
	


Воспитательная цель Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Значение биохимических методов исследования для диагностики и контроля за лечением больных;

2. Принципы и основы тактики биохимических исследований;

3. Основные правила проведения биохимического анализа;

4. Взятие и хранение материала для биохимических исследований;

5. Прием и регистрация биоматериала для биохимических исследований;

6. Правила работы в биохимической лаборатории.
Техника безопасности при работе в биохимической лаборатории

Приступая к работе в биохимической лаборатории, каждый студент должен ознакомиться с правилами техники безопасности и информацией о технике лабораторных работ. Меры охраны труда являются обязательными и соблюдение их необходимо при всех видах работ в лаборатории.

При работе в лаборатории необходимо соблюдать правила обращения с:

1. Биологическим материалом

1.1. При работе с биологическим материалом (кровь, моча, слюна, желудочный сок, спинномозговая жидкость, гомогенаты тканей и другие) необходимо соблюдать максимальную аккуратность и осторожность. Работу следует выполнять в перчатках. Это необходимо для исключения передачи различных вирусных, инфекционных болезней (СПИД, сифилис, гепатит и другие).

После выполнения работы тщательно вымыть руки.

2. Реактивами

2.1. На всех склянках с реактивами должны быть этикетки с указанием названия реактива и его концентрации. Склянки плотно закупорены. 

2.2. Следует соблюдать особую осторожность при обращении с ядовитыми, огнеопасными веществами, с концентрированными кислотами и щелочами. Работать с такими реагентами следует под включенной вытяжкой.

2.3. Реактивы необходимо предохранять от загрязнения.

2.4. Реактивы следует расходовать экономно.

2.5. Недопустимо набирать реагенты в мерные пипетки ртом.

3. Электрическими приборами
3.1. Измерительные приборы (фотоэлектроколориметры, спектрофотометры и другие) должны быть заземлены, технически исправны.

3.2. Водяные термостаты, сухожаровые шкафы, центрифуги должны быть в рабочем состоянии, заземлены. Крышки этих аппаратов во время работы прибора должны быть закрыты.

3.3. Необходимо следить за тем, чтобы в водяном термостате всегда была вода.

4. Центрифугами  в лабораторном практикуме

4.1. В центрифугу помещают парное (четное) количество уравновешенных пробирок.

4.2. Ось симметрии между двумя пробирками должна проходить через центр ротора.

4.3. Проверяют, чтобы центрифужная камера была закрыта крышкой.

4.4. Устанавливают необходимую скорость вращения ротора центрифуги.

4.5. Включают центрифугу и наблюдают за ее работой в течение всего времени центрифугирования.

4.6. Во время работы центрифуги запрещается открывать крышку камеры.

4.7. После отключения центрифуги необходимо дать возможность ротору остановиться, запрещается тормозить ротор рукой.

4.8. После остановки ротора центрифуги достаньте пробирки из ячеек ротора и продолжите работу на своем рабочем месте.

5. Газовыми и другими нагревательными приборами
5.1. Нельзя нагревать посуду из простого химического стекла на открытом пламени.

5.2. Посуда с нагреваемым содержимым должна быть закреплена специальным держателем над нагреваемой поверхностью.

5.3. Огнеопасные вещества нельзя нагревать на открытом пламени, а только на водяной бане.

5.4. При работе с водяной баней необходимо следить за тем, чтобы в ней всегда была вода.

6.Водопроводом
6.1. При использовании водопровода по окончании работы в лаборатории всегда необходимо проверять, выключены ли краны холодной и горячей воды.

7. Химической посудой и вспомогательными приспособлениями 
для выполнения методик
7.1. Стеклянная химическая посуда (пробирки, пипетки, колбочки, мерные цилиндры и др.) требует осторожного обращения. В противном случае она может разбиться и травмировать осколками стекла работающего и окружающих.

7.2. Автоматические пипетки должны находиться в штативах-подставках. Пластик, из которого они сделаны, достаточно хрупкий, при неосторожном обращении, ударах эти точные измерительные приборы могут быть выведены из строя.

Взятие, хранение и доставка в лабораторию

биологического материала

Наиболее распространенным материалом для клинико-лабораторных исследований являются кровь, моча и некоторые другие биологические жидкости.

Кровь рекомендуется брать утром (между 8 и 10 часами), до физической нагрузки и проведения диагностических процедур. За сутки до взятия крови прием пищи может быть обычным (следует исключить употребление алкоголя). Практически здоровым лицам и амбулаторным больным накануне утра (после 2 ч ночи) запрещается курение, прием пищи и жидкости (разрешается выпивать стакан воды между 22 и 5 часами). Если для выполнения подавляющего большинства тестов взятие крови производят после 8 – 12 ч голодания, то для определения триацилглицеринов, холестерина требуется выдержать 12 – 14 часовой интервал после приема пищи. Непосредственно перед взятием крови пациенту необходимо предоставить отдых в положении сидя в течение не менее 15 – 30 мин (в процессе взятия крови рука пациента располагается под углом 45°). У больных, которым предписан строгий постельный режим, взятие крови осуществляют между 7 и 9 часами; при этом рука пациента, лежащего в постели, должна находиться в горизонтальном положении.

Следует иметь в виду, что при пребывании человека в течение нескольких часов в горизонтальном положении объем плазмы в русле крови оказывается на 10 – 15% больше, чем у пациента, сохраняющего обычный двигательный режим. Отсюда, концентрация веществ в крови человека, лежавшего более часа, всегда ниже, чем у него же после ходьбы.

Положение тела оказывает влияние на концентрацию общего белка, альбумина, креатина, холестерина, триацилглицеринов, активность щелочной фосфатазы, аспартатаминотрансферазы и других компонентов плазмы. Содержание этих веществ и активность ферментов значительно повышаются при переходе больного в вертикальное положение и, наоборот, уменьшаются – в горизонтальном. Максимальное изменение характерно для уровня общего белка, активности ферментов (11%) и содержания кальция (3 – 4%). 

При взятии крови путем венепункции (манипуляцию выполняет медицинская сестра) время сдавления сосудов жгутом по возможности должно быть минимальным. Больному не следует сжимать и раз​жимать пальцы руки, поскольку это вызывает местный стаз и гипоксию, а так​же сдвиги в распределении некоторых веществ (холестерина, калия, натрия, кальция и др.) между форменными элементами крови и ее жидкой частью.
Во избежание гемолиза кровь следует брать сухим шприцем, сухой иглой (одноразового пользования), в сухую пробирку в стерильных условиях. Если набранная в шприц кровь пе​реносится в пробирку, то эту процедуру осуществляют медленно (для предот​вращения вспенивания крови). При исследовании системы гемостаза к про​цессу взятия крови предъявляют ряд дополнительных требований. Так, реко​мендуется использовать иглу с широким просветом, лучше без шприца (его применяют для взятия крови у детей, у взрослых больных с явлениями гипотензии, а также находящихся в терминальном состоянии). Дезинфекцию кожи осуществляют обработкой соответствующего ее участка над местом прокола (обычно в локтевом сгибе) 70% этиловым спиртом. Поскольку при проколе кожи в просвет иглы перемещаются тканевая жидкость и фрагменты тканей, могущие в дальнейшем существенно повлиять на коагулологические тесты, первые (после наложения жгута и прокола вены иглой) 0,5 – 1мл (особенно выступившие вначале 5 - 6 капель) вытекающей крови нельзя использовать для коагулограммы. Однако эту порцию крови можно применять для всех других биохимических исследований. Чтобы исключить влияние на коагуляцию последствий венозного застоя крови, рекомендуют в процессе ее взятия на непродолжительное время (2 – 3с) расслабить жгут. Кровь должна стекать по стенке пробирки. Если требуется получить плазму, применяют вакутейнеры, обработанные антикоагулянтом (лимоннокислый натрий, щавелевокислый натрий или калий и дp). Кровь осторожно перемешивают (без вспенивания), оставляют в штативе на 20 – 25мин. Интенсивное встряхивание вызывает гемолиз эритроцитов, что искажает многие параметры коагулограммы. Поэтому плазма с признаками гемолиза не пригодна для данного исследования. При лизисе сосредоточенных в сгустке эритроцитов находящиеся в них ферменты переходят в сыворотку крови. Этим объясняется, в частности, более высокая активность энзимов (лактатдегидрогеназы, аланин–, аспартатаминотрансферазы, фруктозодифосфатальдолазы, кислой фосфатазы, аргиназы, фосфогексоизомеразы и других ферментов, содержащихся в значительных количествах в тромбоцитах и эритроцитах и освобождающихся из них при свертывании крови) в сыворотке, чем в плазме крови. Поэтому для оценки активности перечисленных ферментов рекомендуется пользоваться плазмой.

Для получения сыворотки антикоагулянт не добавляют. Доставленные в лабораторию пробирки помещают на 10 - 15мин в термостат для прогревания при температуре 37°С. Затем осторожно проводят проволокой или стеклянной палочкой по внутренней стенке пробирки, чтобы ускорить получение сыворотки, и центрифугируют. Пробирку с кровью допускается выдерживать при комнатной температуре (20 – 26°С) в течение 1 – 1,5 ч после взятия.

Если сыворотку требуется получить немедленно, то кровь центрифугируют 15 мин при 1500 об/мин сразу же после ее взятия. Считается, что объем выделяемой сыворотки, составляет примерно 1/3 взятого объема крови (при некоторых патологических состояниях сыворотки получается намного меньше). Сыворотку (дефибринированную плазму) желательно использовать для лабораторных исследований в день взятия крови. Если же исследование откладывают до следующего дня, пробирку с сывороткой закрывают пробкой и помещают в домашний рефрижератор, в котором хранят при температуре 4°С.

Биохимические исследования выполняются как с плазмой, так и с сывороткой крови. Основным биологическим материалом для исследования активности ферментов и метаболитов является сыворотка крови. Необходимо отметить, что вследствие частичного разрушения эритроцитов, сопровождающего переход их содержимого в окружающую жидкость, а также выделения в процессе свертывания крови и ретракции сгустка находящихся в тромбоцитах биологически активных веществ, могущих влиять на ферменты плазмы (сыворотки) крови, в большинстве случаев активность энзимов сыворотки превышает таковую плазмы крови.

Содержание электролитов правильнее определять в плазме крови (при соответствующем подборе антикоагулянта). Поскольку концентрация ионов калия в эритроцитах намного превышает уровень этого катиона в плазме крови, они способны выходить из эритроцитов даже через неповрежденную оболочку (чему способствуют нарушения в ней метаболических процессов, в частности АТФ-азной активности, функциональной деятельности K – Na – насоса). Исходя из этого определять, уровень калия в плазме следует не позднее чем через ¾ – 1ч после взятия крови.

Гемолизированные сыворотку и плазму не рекомендуется использовать для анализа, за исключением редких случаев. 
Обычно сыворотку крови содержат в холодильнике при 0 – 4°С. Допускается ее хранение в течение месяца (и больше) при условии замораживания сразу после получения и однократном размораживании непосредственно перед определением. Вместе с тем известно, что активность щелочной фосфатазы более стабильна при комнатной температуре (не изменяется на протяжении нескольких суток). В случае хранения сыворотки при пониженной температуре (0 – 4°С) активность этого фермента постепенно повышается, достигая наибольшей выраженности спустя 12 – 24ч. Если данные об устойчивости определяемых соединений, в частности об изменении фермента в сыворотке (плазме) крови при хранении, отсутствуют, рекомендуется проводить биохимический анализ тотчас после ее взятия.

Для определения содержания лабильных соединений, активности некоторых ферментов (кислой фосфатазы и др.) необходимо пользоваться свежей или лиофилизированной сывороткой. Сыворотку же, хранившуюся при 0 – 40°С, применять с этой целью нельзя.

Исследуемый материал, как правило, сохраняют до окончания выполнения всех анализов, что позволяет в случае необходимости повторить определение.

При хранении мочи в ней, прежде всего, изменяется содержание тех соединений, на которые влияют присутствующие в жидкости бактерии. Поэтому необходимо производить консервацию мочи разработанными для этого способами, к которым относятся:

1. Быстрое замораживание мочи при температуре –20°С. После оттаивания такая моча пригодна для проведения большинства биохимических исследований.

2. Добавление к суточному объему мочи 5 мл раствора тимола в изопропаноле (100г/л). Обработанная этим реактивом моча пригодна для выполнения большинства биохимических анализов, за исключением определения экскреции 17–кетостероидов и желчных кислот. 
3. Добавление в качестве консерванта соляной кислоты - из расчета 50мл 10ммоль\л (380г\л, 38%) раствора на суточное количество мочи. Приготовленную таким образом мочу обычно используют для определения содержания в ней стероидов и катехоламинов.

Для подкисления используют также борную кислоту из расчета 1,8г на 100мл мочи.

Допускается применять ряд других консервантов: жидкость Мюллера (10г натрия сульфата, 25г калия бихромата на 100мл мочи), хлороформную воду (5 – 7,5мл хлороформа на 1л воды) из расчета 20 – 30мл на 1л мочи. При необходимости определения содержания в моче фотолабильных веществ (желчные пигменты, порфирины, витамин В2, некоторые метаболиты аминокислот) биологический материал следует направлять на лабораторный анализ как можно быстрее, притом в посуде, обернутой светонепроницаемой бумагой.

Чтобы предотвратить развитие в моче микрофлоры, в наибольшей мере сказывающейся на результатах бактериологического анализа, исследование целесообразно выполнять в сроки от 30мин до 1,5ч после ее выделения. Если это невозможно, мочу следует подкислить и хранить в холодильнике при 4°С (что позволяет отсрочить проведение исследования на 6ч после ее сбора). 

Выпотные жидкости собирают в чистую сухую колбу, содержащую в качестве антикоагулянта гепарин или лимоннокислый натрий (добавляются из расчета 1г на 1л жидкости), и после тщательного размешивания тотчас на​правляют на исследование.
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Для постановки диагноза и дифференциальной диагностики заболеваний в ряде случаев прибегают к биохимическому анализу пунктатов тканей. С этой целью навеску ткани (например, печени) измельчают в соответствующем объеме жидкости, приготовляя из нее гомогенат или экстрат – вытяжку. Для получения гомогенатов используют растворы следующего состава: 0,25моль/л сахарозы; 0,25моль/л сахарозы, содержащей 1ммоль/л ЭДТА; 0,44моль/л сахарозы; 0,88моль/л сахарозы; 9г/л NaCl и др. Экстракт готовят с применением растворов КС1 и NaCI различной концентрации, буферных растворов, бидистиллированной воды. Обломки субклеточных структур определяют с помощью центрифугирования на сверхскоростных центрифугах при 18 000 об\мин в течение 30 мин.

Результаты лабораторных анализов заносят в журнал, отмечая в нем те из них, которые вызывают сомнение.

Биологический материал, взятый у пациента с целью выполнения лабораторного анализа, именуется образцом. Им может быть цельная кровь, плазма, сыворотка, спинномозговая жидкость, моча и т.д. Часть образца, используемая для аналитического определения содержащихся в нем компонентов, обозначается как проба.
Правильность получаемых в лаборатории результатов во многом зависит от требуемой подготовки материала к исследованию. При этом важно обращать внимание на стабильность анализируемых компонентов в сыворотке, плазме крови, моче и других биологических жидкостях.

Правила безопасности при работе в лабораториях. 

Прохождение инструктажа отмечается росписью в лабораторном журнале по технике безопасности и противопожарной безопасности. 

Во время работы в лаборатории соблюдайте чистоту, порядок и правила техники безопасности, так как беспорядочность, поспешность или неряшливость в работе часто приводят к несчастным случаям с тяжелыми последствиями.

Запрещается в лаборатории пить воду, принимать пищу, курить.

Все химические реактивы следует хранить только в соответствующей посуде с этикетками.

Студентам запрещается приступать к работе, не согласовав плана работы с преподавателем.

По окончании пользования водой и электроприборами закройте краны, которыми вы пользовались и отключите электроприборы. 
Лица, нарушающие правила безопасности, привлекаются администрацией ВУЗа к ответственности.
Требование безопасности в аварийных ситуациях

В каждом помещении необходимо иметь средства противопожарной защиты. Необходимый минимум первичных средств пожаротушения: 

· Пенные огнетушители типа ОХП-10, ОХВП-10, порошковые огнетушители типа ОП-1, ОП-2Б
· Закрывающийся крышкой ящик с сухим просеянным песком вместимостью не менее 0,05 м3, укомплектованный совком вместимостью не менее 2 кг песка. Вместо ящика песок можно размещать в металлических сосудах вместимостью по 4–6 кг.
· Накидки из огнезащитной ткани (1,2 х 0,5 м).
Загорания в помещениях лаборатории необходимо немедленно ликвидировать, при этом:
· Легковоспламеняющиеся и горючие жидкости, электропроводку и оборудование, находящееся под напряжением, следует гасить только песком, огнезащитной тканью или порошковыми огнетушителями.
· Обесточенные электропроводку и приборы можно гасить водой.
· Загорание в вытяжном шкафу ликвидируется первичными средствами пожаротушения только после отключения вентилятора.
Во всех помещениях лаборатории должны быть размещены планы (схемы) эвакуации сотрудников при возникновении пожара и иных чрезвычайных ситуаций, требующих немедленно покинуть помещение.
Недопустимо загромождать проходы и выходы помещений лаборатории, поскольку это может привести к повышенному риску для сотрудников при необходимости срочно покинуть помещение.

Тушение местного пожара и горящей одежды.

При возникновении пожара немедленно выключите газ и электроприборы по всей лаборатории, уберите все горючие вещества подальше от огня, засыпьте песком или накройте войлочным, шерстяным одеялом или асбестом очаг пожара. Большое пламя тушат при помощи огнетушителя (лучше применять углекислотные).

Если на ком-либо загорится одежда, тушите обливанием водой из душа или немедленно повалите на пол и накройте войлочным одеялом, которое не снимайте до тех пор, пока не погаснет пламя.

Правила работы с кислотами и горючими веществами.

Разбавление серной кислоты производить приливанием кислоты в воду, а не наоборот, и только в жаростойких и фарфоровых стаканах, так как при этом происходит значительное выделение тепла.

Переливать концентрированные HNO3, H2SO4 и HCl можно только при включенной тяге в вытяжном шкафу. Дверцы шкафа должны быть, по возможности, прикрыты.

При работе с концентрированными кислотами необходимо одевать защитные очки, а при работе с дымящей HNO3, кроме очков, надевать длинный резиновый фартук.

Запрещается при работе с этиловыми эфиром, спиртом, бензолом, ацетоном, уксусноэтиловым эфиром и др. горючими и легковоспламеняющимися жидкостями (ЛВЖ) проводить нагревание на открытом огне, на сетке, вблизи открытого пламени или в открытых сосудах. Следует иметь в виду, что легколетучие органические жидкости могут воспламеняться при отсутствии открытого пламени, при падении на сильно нагретую поверхность. 
· Если кислота случайно пролита, то ее сначала засыпают песком, чтобы он впитал кислоту, затем песок убирают и место, где была пролита кислота, засыпают известью или содой, после этого замывают водой и вытирают досуха;

· пролитые концентрированные растворы щелочей также засыпают песком или древесными опилками, после их удаления обрабатывают поверхность слабым раствором уксусной кислоты;

· запрещается слив в канализацию кислот и щелочей без предварительной их нейтрализации.

При переноске кислот и щелочей необходимо соблюдать правила:

· переноска кислот одним человеком разрешается в соответствующей стеклянной посуде емкостью не более 5 л в специальных корзинах;

· бутыли емкостью 5 л с кислотами и растворами щелочей должны помещаться в корзины, причем свободные промежутки должны быть заполнены соломой или стружками, корзины должны переноситься двумя работниками.

Запрещается ЛВЖ выливать в ведра, банки для мусора во избежание пожара от случайно брошенной спички.

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 3-26
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 3-27 (ответить на контрольные вопросы)
Практическое занятие №2: Выполнение качественных реакций на белки и аминокислоты, реакций необратимого осаждения белков (денатурация). Фракционирование белков методом высаливания. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательная цель Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД. 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Основные правила техники безопасности при работе в лаборатории. 

2. Строение и классификация α-аминокислот. 

3. Кислотно-основные свойства аминокислот. Реакции на их функциональные группы.

4. Уровни структурной организации белка. 

5. Основные функции белков.

6.  Элементарный состав белков.

7. Понятие об изоэлектрической точке (рI).

8. Качественное обнаружение белков с помощью цветных реакций.
Список понятий для усвоения темы

Амфотерность, белки, структура белка, заменимые аминокислоты, изоэлектрическая точка аминокислоты (белка), нативный белок, незаменимые аминокислоты, изоэлектрическая точка белка, гидролиз.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
«Повсюду, где мы встречаем жизнь, мы находим, 
что она связана с каким-либо белковым телом, и повсюду,
 где мы встречаем какое-либо белковое тело, не находящееся
в процессе разложения, мы без исключения встречаем и 
явление жизни».

( К. Маркс, Ф.Энгельс. Собрание сочинений. Т.20).
Аминокислоты – это органические карбоновые кислоты, у которых один атом водорода углеводородной цепи замещен на аминогруппу.

Аминокислоты входят в состав белков и пептидов организма человека. Они образуют в организме многие низкомолекулярные биологически активные вещества: ГАМК (γ – аминомасляная кислота), биогенные амины и др. Гормоны щитовидной железы и адреналин – производные аминокислот. Аминокислоты – предшественники азотистых оснований (входящих в состав нуклеиновых кислот), порфиринов (идущих на биосинтез гемма – для гемоглобина и миоглобина), азотистых оснований (входящих в состав сложных липидов – холина, этаноламина). Участвуют в биосинтезе медиаторов в нервной системе (ацетилхолин, дофамин, серотонин, норадреналин и др.).

Структура аминокислот
Все аминокислоты, входящие в состав белков, имеют NH (амино) – группу в α – положении и относятся к α – аминокислотам. 

Все аминокислоты – левовращающиеся и отличаются друг от друга строением бокового радикала, т.е. физико – химическими свойствами, присущими этим радикалам. Всего известно 23 аминокислоты.

Структура аминокислот может быть выражена общей формулой:

H2N – CH – COOH                                      H2N – аминогруппа,

                    │
                                               COOH – карбоксильная группа,

   R
                                                R – радикал.

Пептиды – это органические молекулы, в состав которых входит несколько остатков аминокислот, связанных пептидной связью.

Пептиды обладают значительной биологической активностью, являясь регуляторами ряда процессов жизнедеятельности.

Белки – это органические соединения, представляющие собой полимеры природных аминокислот со специфическими структурами.

Белки являются важнейшей составной частью клеток живого организма. Они не встречаются в неживой природе. Играют первостепенную роль в функционировании живой материи. Все биологические процессы связаны при участии белков. Они – регуляторы численности нуклеиновых кислот. В качестве ферментов участвуют во всех стадиях биосинтеза полипептидов, нуклеотидов и др. соединений. Катализируют все метаболические процессы. Сократительные белки ответственны за клеточные и внутриклеточные движения. Белки и фосфолипиды образуют бислой мембраны всех клеток и субклеточных единиц. Белки обеспечивают активный транспорт веществ в клетку и из нее, транспорт кислорода к тканям и углекислого газа из тканей, перенос жирных кислот, липидов стероидов, витаминов, лекарственных веществ, неорганических ионов. Низкомолекулярные пептиды и гормоны стимулируют функциональную активность других тканей и органов. Белки защищают от проникновения в организм чужеродных агентов (за счет наличия γ – глобулинов). Входя в состав кожи, соединительных тканей, костей и др. выполняют опорную динамическую функцию (за счет наличия коллагена, эластина, фибронектина). Являются противоядием при отравлении солями тяжелых металлов и алкалоидами. При расщеплении 1г белка выделяется 4,1Ккал энергии. Белок расщепляется на мочевину, углекислый газ, воду.

Таким образом, белки выполняют следующие функции: ферментативную, гормональную, рецепторную, структурную (пластическую), иммунологическую, гемостатическую, противосвертывающую, геннорегуляторную (белки – гистоны, кислые белки играют роль в регуляции процесса трансляции), транспортную, сократительную, обезвреживающую, опорную (механическую), энергетическую. 

Структура белков.
Первичная структура – последовательность аминокислотных остатков в олипептидной цепи. Образуется за счет пептидных связей α – карбоксильной группы одной аминокислоты и L – аминогруппы последующей аминокислоты.

(NH – CO)   –  пептидная связь 

│        │

Например: 

N2H – CH – CООН + HN – CH – COOH =  N2H – CH – CО – HN – CH – COOH
                │                        │       │                                   │                          │

          R1                                    H         R2                                                  R1                                     R2
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Вторичная структура – способ укладки полипептидной цепи в упорядоченную структуру, которая стабильна за счет водородных связей.
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 α – спираль Полинга и β – складчатые или слоистоскладчатые структуры (β – структура и кросс – β – форма).
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Степень спирализации может быть различной и говорит о наличии условий, при которых происходит нарушение спирализации, и образуются более компактные белки – формируется третичная структура белка.

Тетичная структура белка – укладка полипептидной цепи в пространстве. По способу укладки различают: глобулярные и фибриллярные. Уровнем третичной организации являются домены. Домены – это структурно обособленные области белковой молекулы, соединенные короткими аморфными участками полипептидных цепей. Третичная структура удерживается за счет водородных (Нδ+…Оδ–), ионных (солеобразующих)          (– NH3+…   COO–), дисульфидных (– S – S), гидрофобных (сил Ван – дер – Вальса) связей. 
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Белки, состоящие из одной полипептидной цепи, характеризуются наличием только третичной организации. Третичная структура – субъединица.

Четвертичная структура. Состоит из нескольких полипептидных цепей, из которых аждая цепь – это субъединица, характеризующаяся своей вторичной и третичной пространственной структурой (олигомеры) – гемоглобин, лактатдегидрогеназа, глутаминсинтетаза, гексокиназа и др. Связь между протомерами – нековалентная. Число протомеров может быть от 2 до нескольких тысяч.
[image: image5.png]



Физико – химические свойства белков.


Большинство белков хорошо растворимы воде и растворах (лучше в солевых – физиологический, сульфат аммония и др., слабые кислоты). Есть белки практически не растворимые – белки опорных тканей (кератин, фиброин, коллаген). Белки обладают большой гидрофильностью, чем обусловлено высокое онкотическое давление белков. Белки в воде образуют растворы, близкие по свойствам к коллоидным растворам. Сходство определяется размером частиц. Различие – растворы белков гидрофильны по сравнению с коллоидным раствором. С коллоидным состоянием белков связан ряд характерных свойств, в частности явление светорассеивания, лежащее в основе количественного определения белков методом нефилометрии. Коллоидные частицы не проходят через полупроницаемые мембраны (целлофан, коллоидную пленку, стенку мочевого пузыря быка и т.д.), т.к. их поры меньше коллоидных частиц. Непроницаемыми для белка являются все биологические мембраны. Это свойство белковых растворов широко используется в медицине и химии для очистки белковых препаратов от посторонних примесей. Такой процесс разделения называется диализом. Явление диализа лежит в основе действия аппарата «искусственная почка», который широко используется для лечения почечной недостаточности. При поражении почек, капсула почечного клубочка (капсула Шумлянского – Боумена) становится непроницаемой для альбуминов сыворотки крови, и они появляются в моче.


Каждая белковая молекула окружена достаточно плотной собственной водной оболочкой, прочно фиксированной на ее поверхности. Сила, с которой белки плазмы притягивают к себе воду, называется коллоидно – осмотическим или онкотическим давлением. Оно равно 23 – 28 мм.рт.ст. При уменьшении количества белков или снижении их гидрофильности в плазме образуется избыток «свободной» воды, повышается гидростатическое давление в мельчайших сосудах (капиллярах) и вода начинает просачиваться сквозь стенки капилляров в ткани. Образуются онкотические (зависящие от количества и свойств белков) отеки. Онкотическое давление является частью осмотического и имеет большое значение для удержания жидкости в сосудистом русле. Входя в состав буферных систем, белки влияют на кислотно-основное равновесие крови.

Свойства растворов белков: способность к диффузии ограничена; осмотическое давление низкое, а онкотическое – высокое; некоторые растворы белков имеют высокую вязкость; способны к желатинированию (образованию гелей), белки способны к осаждению из раствора.

Растворы белков относительно стабильны в виду гидрофильности белков. Молекулы белка в растворе имеют 2 фактора устойчивости: гидратная оболочка и электрический заряд как результат ионизации функциональных групп аминокислот. Осаждаться могут только агрегаты белка, а затем идет седиментация (выпадение в осадок). Осаждение белков можно вызвать уменьшением влияния факторов устойчивости. Гидратную оболочку можно удалить действием солей сульфата аммония или спирта. Заряд можно уменьшить (удалить) изменяя рН среды, т.е. влияя на диссоциацию карбоксильной и аминогрупп. Различают обратимое и необратимое осаждение белков. При обратимом – структура белка не нарушается (высаливание сульфатом аммония), т.к. эти ионы оттягивают воду от белка. Необратимое – является результатом денатурации белка.

Денатурация белка – это негидролитическое нарушение нативной структуры белка, оторая сопровождается изменением физико – химических и биологических свойств белка.


Первичная структура белка при денатурации сохраняется, а нарушается только при гидролизе. Другие уровни организации белковых молекул нарушаются. При этом разрываются нековалентные связи (водородные, ионные, гидрофобные), иногда разрываются дисульфидные связи. Молекула белка при денатурации «развертывается» («выворачивается наизнанку»). На поверхность молекулы выходят гидрофобные аминокислоты. За их счет происходит агрегация и осаждение белков. Поэтому первый признак денатурации – осаждение белков из раствора. При этом изменяется оптическое свойство раствора белков и биологическая активность (снижается или полностью исчезает). Денатурированные белки осаждаются не всегда: в сильно кислой и сильно щелочной средах белок не выпадает в осадок. Осаждению белка препятствует большой заряд на поверхности молекулы.

Оптические свойства раствора белка. За счет большого размера молекулы белка способны к светорассеиванию. Наблюдается явление опалесценции – легкая мутность раствора (часть света огибает молекулу белка, а часть рассеивается, поэтому возникает эффект мутности). Эффект Фарадея – Тиндаля – появление светящегося конуса при прохождении света через раствор.

Белки способны вращать плоскость поляризованного света, т.к. белки – оптически активные вещества и состоят только из α – аминокислот. 

Белки способны к поглощению света. Если через раствор белка пропускать свет, то часть этого света будет поглощаться молекулами вещества только в ультрафиолетовой части спектра (до 360нм).

Белки способны к флуоресценции за счет наличия триптофана. Флуоресценция – очень чувствительный метод, зависящий от формы молекулы.

Электрические свойства растворов белков. Белки – полиэлектролиты, т.к. содержат в воем составе большое количество ионногенных групп, способных заряжаться (карбоксильная и аминогруппы).

Изоэлектрическая точка белка – это значение рН, при котором суммарный заряд белка равен нулю. Для большинства белков и.э.т. находится в слабокислой среде.  И.э.т. основных белков находится в слабощелочной среде. В сильнокислой среде молекула белка имеет «+» заряд. При подкислении раствора «+» заряд увеличивается. Подщелачивание среды ведет к увеличению «–»  заряда.

Если рН ниже и.э.т., то молекула белка всегда заряжена «+» и, наоборот. Заряд белка зависит от аминокислотного состава белка и рН среды. И.э.т. зависит только от аминокислотного состава. Например: альбумин – и.э.т. = 4,7, при рН = 4,7, заряд белка равен нулю; гистон – и.э.т. = 9 – 10, при рН = 4,7. И.э.т. белка определяется путем электрофореза или методом осаждения. В и.э.т. белок наименее устойчив к осаждению, т.е. осаждается очень легко.

Молекулярная масса. Молекулярная масса белков выражается в Дальтонах и равняется 1\12 массы углерода 12С. Молекулярная масса белков очень большая. Существуют межвидовые различия молекулярной массы гомологичных белков. Например, Нb человека = 64,5кДа, Нb быка = 62кДа, инсулин человека = 5734Да, инсулин свиньи = 5704Да, инсулин быка = 5660Да.

Схема превращения белка в организме
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2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Работа 1. Цветные реакции на белки

Реактивы: водный раствор яичного белка (белок одного куриного яйца отделяют от желтка, растворяют в 15-20-кратном объеме дистиллированной воды, затем раствор фильтруют через марлю, сложенную в 3-4 слоя, и хранят в холодильнике.); 10 %-ный раствор гидроксида натрия; 30 %-ный раствор гидроксида натрия; 1 %-ный раствор сульфата меди; 1 %-ный раствор ацетата свинца; концентрированная азотная кислота, 2 %-ый раствор гипобромита натрия, раствора тирозина, раствор желатина, альбумина, раствора казеина 0,1%-ного раствор фенола, реактив Миллона (раствор ртути в азотной кислоте).

Оборудование: пробирки; водяная баня или спиртовка, пробиркодержатель.

Задание 1. Биуретовая реакция.
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В щелочной среде белки, а также продукты их гидролиза – пептиды дают фиолетовое или красно-фиолетовое окрашивание с солями меди. Реакция обязана наличию пептидных связей в белках:

Интенсивность окраски зависит от длины полипептида.

Ход работы:

1. В пробирку налейте 5 капель раствора яичного белка, затем 10 капель 10 %-го раствора щелочи. 

2. Добавьте 1-2 капли раствора сульфата меди, смесь перемешайте. Появляется красно-фиолетовое окрашивание.

Внимание! В пробирки нельзя добавлять избыток сульфата меди, так как синий осадок гидрата окиси меди маскирует характерное фиолетовое окрашивание биуретового комплекса белка.
Задание 2. Ксантопротеиновая реакция.

Реакция характерна для некоторых ароматических аминокислот (фенилаланина, тирозина, триптофана), а также для пептидов, их содержащих. При действии азотной кислоты образуется нитросоединение желтого цвета. Далее нитропроизводные могут реагировать со щелочью с образованием натриевой соли, имеющей желто-оранжевое окрашивание:


[image: image7.wmf]O

H

+

 

 

 

 

 

2

 

H

N

O

3

O

H

O

2

N

N

O

2

О

с

т

а

т

о

к

 

т

и

р

о

з

и

н

а

Д

и

н

и

т

р

о

п

р

о

и

з

в

о

д

н

о

е

 

о

с

т

а

т

к

а

 

т

и

р

о

з

и

н

а

O

H

O

2

N

N

O

2

O

O

2

N

N

O

O

H

+

 

 

 

N

a

O

H

O

O

2

N

N

O

O

N

a

+

 

 

 

H

2

O

Х

и

н

о

и

д

н

а

я

 

ф

о

р

м

а

Н

а

т

р

и

е

в

а

я

 

с

о

л

ь

 

д

и

н

и

т

р

о

п

р

о

и

з

в

о

д

н

о

г

о

о

с

т

а

т

к

а

 

т

и

р

о

з

и

н

а

+

 

 

 

2

 

H

2

O


Ход работы:

Данную работу необходимо выполнять соблюдая особую осторожность!

1. В пробирку налейте 5 капель раствора яичного белка и ОСТОРОЖНО по стенке прибавьте 3-4 капли концентрированной азотной кислоты.

2. Смесь осторожно нагрейте. Выпадает осадок, который окрашивается в желтый цвет.

3. После охлаждения в пробирку ОСТОРОЖНО по стенке прилейте 10 капель 30 %-ого раствора NaOH, желтая окраска переходит в оранжевую.
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Задание 3. Реакция Фоля

В остатках серусодержащих аминокислот сера при щелочном гидролизе отщепляется, образуя сульфиды. Сульфиды, взаимодействуя с ацетатом свинца, дают осадок сульфида свинца черного или буро-черного цвета.

Ход работы. 
1. В пробирку налейте 5 капель реактива Фоля, добавьте 5 капель раствора белка.
2. Доведите до кипения над пламенем спиртовки, отметьте изменение окраски раствора.
Задание 4. Реакция на аргинин (реакция Сакагучи)
Реакция обусловлена присутствием в белке аминокислоты аргинина, имеющей гуанидиновую группировку NH2-C-NH-NH 

В щелочном растворе в присутствии гипохлорита натрия гуанидиновая группа аргинина окисляется. Окисленный продукт, соединяясь с нафтолом, образует продукт конденсации розово-красного цвета:
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Аргинин                      (-нафтол                                     производное нафтохинонимина

Ход работы: 
1. В одну пробирку налейте 1 мл 1%-ного раствора аргинина, в остальные три пробирки по 1 мл 1%-ных растворов овальбумина, казеина и желатина
2.  Добавьте по 1-2 капли 10 % раствора NaOH и затем по 1-2 капли спиртового раствора (-нафтола. 
3. Перемешайте, прилейте по 1-2 капли гипохлорита натрия и вновь перемешайте. Развивается розово-красное окрашивание.
Задание 5. Реакция Адамкевича (реакция на триптофан)

Триптофан в кислой среде реагирует со многими альдегидами, вследствие чего образуются цветные продукты конденсации с общей структурой:
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триптофан                    глиоксилат            триптофан                                          продукт конденсации

Ход работы:
1. В одну пробирку налейте 1 каплю неразбавленного белка добавьте 10 капель ледяной CH3COOH, нагрейте до растворения белка. 
2. Содержимое пробирки охладите и, сильно наклонив пробирку, очень осторожно, по стенке наслоите 1 мл концентрированной серной кислоты (жидкости не должны смешаться). При стоянии на границе двух жидкостей образуется красно-фиолетовое кольцо. При нагревании окрашивание развивается быстрее. 
Задание 6. Контрольное определение

С контрольным раствором последовательно проведите все изученные реакции на белки и аминокислоты. На основании полученных результатов сделайте вывод о присутствии в растворе того или иного белка или аминокислоты. Результаты контрольного определения оформите в виде таблицы.
	п/п


	Название реакции
	Используемые реактивы и условия
	Окраска продукта


	Чем обусловлена реакция (определяемые аминокислоты)


	
	
	
	
	


Работа 2. Реакции осаждения белка
Графологическая структура «Методы осаждения белка»


[image: image10]
Реакции обратимого осаждения белков

Реакции осаждения белков бывают обратимыми и необратимыми. 

При обратимом осаждении макромолекулы белка в основном не подвергаются глубокой денатурации, а осадки могут быть снова растворены в первоначальном растворителе. Обратимое осаждение вызывается действием нейтральных солей аммония, щелочных и щелочно-земельных металлов (высаливание), спирта, ацетона, эфира и некоторых других органических растворителей.

Реакции необратимого осаждения белков

При необратимом осаждении происходит глубокая денатурация белка. Денатурированный белок не способен к восстановлению своих первоначальных физико-химических и биологических свойств. Необратимое осаждение вызывается высокой температурой, действием концентрированных минеральных и некоторых органических кислот, ионов тяжелых металлов, алкалоидных реагентов, детергентов, красителей.

Реактивы: раствор яичного белка с добавлением хлорида натрия (белок одного куриного яйца отделяют от желтка и растворяют в 230 мл дистиллированной воды, к которой прибавляют 100 мл насыщенного раствора хлорида натрия, раствор фильтруют через марлю, сложенную в 3-4 слоя, и хранят в холодильнике); насыщенный раствор сульфата аммония; сульфат аммония, растертый в порошок; 10 %-ый раствор гидроксида натрия; 1 %-ый раствор сульфата меди, концентрированные серная, соляная и азотная кислоты; 5 %-ый раствор ацетата свинца; 2,5 %-ый раствор нитрата серебра; 5 %-ый раствор сульфата меди.
Оборудование: пробирки; воронка для фильтрования; бумажные фильтры.

Ход работы:

Задание 1. Осаждение белков сульфатом аммония.

1. В пробирку отмерьте 2-3 мл раствора яичного белка, добавьте равный объем насыщенного раствора сульфата аммония и смесь перемешайте. 

2. Выпадает осадок глобулинов, альбумины остаются в растворе. Осадок отфильтруйте на бумажном фильтре.

3. К фильтрату добавьте порошок сульфата аммония до получения насыщенного раствора (последняя порция не растворяется). 

4. Выпадает осадок альбуминов, который также отфильтруйте.

5. Фильтр с осадком альбуминов промойте 5 мл воды, собирая фильтрат в чистую пробирку.

6. Проделайте с фильтратом биуретовую реакцию. Произошло ли растворение альбуминов?

Задание 2. Осаждение белков спиртом.

Органические растворители вызывают осаждение белков вследствие разрушения гидратной оболочки макромолекул.

1. В пробирку налейте 1 мл раствора яичного белка с добавлением хлорида натрия.

2. По каплям прилейте 4-6 мл спирта и сильно взболтайте. Через 5-8 мин. выпадает осадок белков.

Задание 3. Осаждение белков минеральными кислотами.

Реакция находит применение для быстрого определения белка в биологических жидкостях, например, моче.

Ход работы:

Данную работу необходимо выполнять соблюдая особую осторожность!

1. В три пробирки налейте по 15-20 капель концентрированных кислот: в первую – серной; во вторую – азотной и в третью - соляной.

2. Пробирки наклоните под углом 45о и ОСТОРОЖНО (из пипетки) наслоите по стенке раствор белка. Пробирку держите отверстием от себя. На границе белка и кислоты появляется белое кольцо.

3. Пробирки осторожно встряхните. Осадки растворяются в серной и соляной кислотах, но не растворяются в азотной кислоте.
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Задание 4. Осаждение белков солями тяжелых металлов.

Белки осаждаются солями меди, свинца, ртути, цинка, серебра и других тяжелых металлов. Свойство белков связывать ионы тяжелых металлов используется в медицине при оказании первой помощи пострадавшим от отравления солями меди, свинца, ртути.

Ход работы:

1. В три пронумерованные пробирки налейте по 5-10 капель раствора белка.

2. В первую пробирку по каплям прибавьте раствор ацетата свинца. Образуется осадок. Добавьте еще несколько капель, осадок должен раствориться в избытке раствора соли.

3. Во вторую пробирку по каплям прилейте раствор нитрата серебра. Образовавшийся осадок в избытке соли не растворяется.

4. В третью пробирку прибавьте 5% раствор сульфата меди до появления осадка. Убедитесь, что осадок растворяется в избытке соли.
Задание 5. Осаждение белков при нагревании
Ход работы:

1. В 5 пробирок налейте по 10 капель раствора белка

2. В первой пробирке нейтральный раствор белка нагрейте. Усиливается опалесценция, может выпасть осадок. Нагревание проводить осторожно, все время встряхивая пробирку.

3. К нейтральному раствору белка во второй пробирке прибавьте 1-2 капли 1% раствора уксусной кислоты, осадка при этом не образуется. При нагревании вначале появляется опалесценция, а затем при дальнейшем кипячении выпадает белый хлопьевидный осадок. Осадок появляется вследствие того, что в слабокислой среде белок находится в изоэлектрическом состоянии, денатурируясь при нагревании, легко теряет свою растворимость в результате агрегации.

4. В третью пробирку добавьте 1-3 капли 10% раствора уксусной кислоты и нагрейте до кипения. Осадок не выпадет, т.к. при избытке водородных ионов белки, имевшие в исходном растворе отрицательный заряд, перезаряжаются и приобретают положительный заряд, что придает им устойчивость.
5. В четвертую пробирку добавьте 1-3 капли 10% раствора уксусной кислоты и 2-3 капли насыщенного раствора хлорида натрия, доведите до кипения. Появляется белый хлопьевидный осадок белка, вследствие экранирования положительного заряда перезаряженных частиц белка противоположно заряженными ионами хлористого натрия путем адсорбции их.
6. В пятой пробирке к раствору белка добавьте 2-4 капли 10% раствора едкого натра и доведите до кипения. Осадка не образуется, так как в щелочной среде подавляется основная диссоциация белка, усиливается кислотная и отрицательный заряд на коллоидных частицах белка возрастает еще больше.
Оформление результатов:

Оформите результаты проведенных исследований в виде таблицы.
	Реакция среды
	Описание осадка (цвет и характер осадка)

	нейтральная
	

	слабокислая
	

	Сильнокислая (10%СН3СООН)
	

	Сильнокислая (10%СН3СООН + NaCl)
	

	Щелочная (10%NaOH)
	


Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 27-33 (выполнить тест-контроль стр. 32-33)
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 28-39

Практическое занятие №3: Выполнение качественных реакций на структурные компоненты сложных белков, нуклеиновых кислот. Исследование аминокислотного и белкового состава биологических жидкостей. 
Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательная цель Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД. 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Основные правила техники безопасности при работе в лаборатории. 

2. Строение и классификация α-аминокислот. 

3. Кислотно-основные свойства аминокислот. Реакции на их функциональные группы.

4. Уровни структурной организации белка. 

5. Основные функции белков.

6. Элементарный состав белков.

7         Методы изучения аминокислотного состава белков с помощью цветных

реакций и хроматографии.
Список понятий для усвоения темы

Амфотерность, белки, структура белка, заменимые аминокислоты, изоэлектрическая точка аминокислоты (белка), нативный белок, незаменимые аминокислоты, хроматография, адсорбция, нуклеиновые кислоты.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Для разделения белков часто используют хроматографические методы, основанные на распределении веществ между двумя фазами, одна из которых подвижная, а другая неподвижная. В основу хроматографических методов положены разные принципы: гель-фильтрации, ионного обмена, адсорбции, биологического сродства. 


Гель-фильтрация (синоним гель-хроматография) — метод разделения смеси веществ с различными молекулярными массами путем фильтрации через различные так называемые ячеистые гели. Гель-фильтрация широко используется для определения величин молекулярных масс, обессоливания растворов нативных белков, концентрирования растворов полимеров. В медицине гель-фильтрацию применяют для диагностического разделения белков сыворотки крови, например при макроглобулинемии, гемоглобинопатиях, при ранней диагностике беременности, для получения очищенных препаратов ферментов.      Гель-фильтрацию проводят на хроматографических колонках, заполненных набухшим гранулированным гелем, например гелем сефадексов (коммерческое название полисахаридов декстранов, прошедших специальную химическую обработку, в результате которой между линейными структурами их молекул образуется множество поперечных связей, или «сшивок»), биогелем и т.п., элюируют (вымывают) разделяемые вещества разбавленными солевыми или буферными растворами. Эффективность гель-фильтрации определяется размерами пор между гранулами геля и величиной ячеек каждой гранулы: мелкие молекулы вещества (значительно меньше ячейки геля) диффундируют внутрь гранулы и задерживаются при фильтрации через эти своеобразные молекулярные сита, а более крупные молекулы не могут попасть в ячейки и проходят в поры между гранулами. Метод прост в исполнении и проводится в мягких условиях, исключающих денатурацию биологически активных белков, что важно при работе, например, с ферментами.
Гель-фильтрационная, или молекулярно-ситовая, хроматография. 
Принцип разделения в таких системах несколько иной, чем в предыдущих случаях. Неподвижной фазой являются материалы, обычно гели, со строго контролируемой пористостью, в результате чего одни компоненты смеси в соответствии с размером и формой молекул могут проникать между частицами геля, а другие не могут. Наиболее часто этот вид хроматографии используется для разделения высокомолекулярных соединений. Один из вариантов применения этого метода – определение молекулярных масс разделяемых веществ, часто необходимых для химических исследований.
Принцип: хроматографическую колонку заполняют набухшим гелем или пористыми стеклянными шариками и уравновешивают с помощью соответствующего растворителя. Крупные молекулы, не проникающие в поры сита, проходят между частицами геля, в то время как небольшие молекулы «застревают» в них и движутся с меньшей скоростью. Три стадии такого разделения схематически изображены на рисунке  
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Для отделения низкомолекулярных примесей или замены состава среды используют диализ.

[image: image14]
Метод основан на том, что молекулы белка из-за своих размеров не могут проходить через полупроницаемые мембраны, в то время как низкомолекулярные вещества равномерно распределяются между объемом, ограниченным мембраной, и окружающим раствором. После многократной замены внешнего раствора состав среды в диализном мешочке (концентрация солей, величина pH и др.) будет тот же, что и в окружающем растворе. 
КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АМИНОКИСЛОТ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И МОЧЕ.
Определение свободных аминокислот важно для изучения обмена белков в организме. В норме в плазме крови содержится около 21,42 ммоль/л аминокислот. С мочой выделяется до 0,5 г аминокислот. Изменения в содержании аминокислот в сыворотке крови и в моче наблюдается при недостаточной функции печени: усиленном распаде белков, нарушении распада аминокислот (дезаминирование, переаминирование), а также при нарушении выделительной функции почек. Недостаток аминокислот сказывается в первую очередь на сердечной мышце, например при нарушении процессов переваривания и всасывания белков в ЖКТ.

Появление в моче повышенного количества аминокислот называется – гипераминоацидурия.
Определение отдельных аминокислот особенно важно в педиатрической практике. У детей грудного возраста преходящее увеличение концентрации аминокислот в крови и выделения их с мочой наблюдается в норме, т.к. до 3-х месячного возраста системы промежуточного обмена аминокислот сто недостаточно развиты.

Однако есть целая группа наследственных патологий нарушений обмена аминокислот, выявление которых очень важно. Они называются аминоцидопатиями. Часть из них имеет клинические проявления, часть протекает бессимптомно.

Фенилкетонурия – молекулярная болезнь, связанная с дефектом фермента фенилаланингидролазы, превращающей фенилаланин в тирозин. Это заболевание - одна из важнейших причин слабоумия у человека. В крови и моче ребенка накапливаются фенилаланин и продукты его промежуточного обмена (фениллактат, фенилацетат, фенилпируват), которые очень токсичны для клеток мозга. В результате у детей развивается тяжелое отставание умственного развития (фенилпировиноградная олигофрения). Болезнь вызвана мутацией в 12-ой хромосоме.

Альбинизм – молекулярная болезнь, связанная с дефектом тирозиназы, в результате нарушено превращение тирозина в диоксифенилаланин (ДОФА) и ДОФА-хинон, что ведет к нарушению биосинтеза пигмента меланина (пигмента черного цвета). Характерные признаки: слабая пигментация кожи и волос, красные зрачки глаз, так как нет пигментов в радужной оболочке, и просвечивают кровеносные сосуды глазного дна.

Цистинурия – заболевание, связанное с нарушением процесса обратного всасывания в канальцах почек лизина, аргинина, орнитина и цистина, при этом экскреция цистина с мочой в 20-50 раз превышает норму. При данной патологии в почках, мочевом пузыре, уретре формируются камни, т.к. цистин плохо растворим.

Цистиноз – наследственная болезнь, связанная с полным блокированием реабсорбции в канальцах почек почти всех аминокислот (кроме циклических) и особенно цистина, а также с нарушением функции лизосом. В печени, селезенке и соединительной ткани при этом откладываются цистиновые кристаллы. Нарушается синтез белка, развивается глубокое отставание ребенка в физическом развитии. У взрослых развивается нефропатия, переходящая в нефросклероз.

Мальадсорбция триптофана приводит к усиленному образованию в кишечнике производных индола. Страдает кроветворение и нервная система.
Болезнь Хартнупа – наследственное заболевание, связанное с дефектом фермента триптофандиоксигеназы, превращающим триптофан в формилкинуренин, в результате чего нарушается синтез НАД+. Симптомы: дерматит, деменция, диарея – симптомы пеллагры, так как не синтезируется витамин РР; раствройство психики; отрицательный азотистый баланс.
Лизинурия сопровождается судорогами и нарушением психомоторного развития.

При гистидинурии нарушается синтез гемоглобина и функция ЦНС.

При синдроме Фанкони с мочой выводятся все аминокислоты. У больных развивается полиурия в сочетании с гиперфосфатурией, глюкозурией (при нормогликемии), остеомаляция.

Кроме наследственных патологий, связанных с генными мутациями, гиперацидемия и аминоацидурия развиваются вследствие усиленного распада белка (лихорадка, травмы, распад опухоли, мышечные атрофии, тиреотоксикоз). При поражении почек и печени.

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Работа 1. Распределительная хроматография
Цель работы

Провести разделение смеси двух неизвестных аминокислот, рассчитать для каждой из них Rf и идентифицировать аминокислоты по сравнению с Rf стандартов (глутаминовая кислота и лейцин).

Принцип метода

Метод основан на различной растворимости отдельных аминокислот в двух частично смешивающихся жидкостях: в воде, которая удерживается фильтровальной бумагой и является неподвижной фазой растворителя, и в подвижной фазе органического растворителя (бутанол : уксусная кислота : вода, 5 : 1 : 4). 


По мере продвижения растворителя по бумаге происходит многократное перераспределение аминокислот между подвижной и неподвижной фазами растворителей. Чем больше гидрофобность аминокислоты, тем быстрее она будет продвигаться по бумаге и наоборот. В соответствии с этим расстояния, которые аминокислоты пройдут с подвижной фазой растворителя по бумаге, будут различными.


Скорость передвижения каждой аминокислоты может быть выражена коэффициентом распределения (Rf). Коэффициентом распределения называют отношение расстояний (в мм) от места нанесения аминокислоты (старта) до середины ее пятна (величина а) к расстоянию от места старта до границы фронта растворителя (величина b). Чем выше гидрофобность аминокислотного радикала, тем ближе к единице будет величина Rf.

Коэффициент распределения для каждой аминокислоты постоянен при стандартных условиях проведения опыта (тип бумаги, температура, тип растворителя, влажность) и служит средством идентификации аминокислот по сравнению со стандартами.

Реактивы
1. Раствор лейцина, аланина и глутаминовой аминокислоты, 0,04 М.

2. Фенол, насыщенный водой.

3. Нингидрин, 0,1% раствор в ацетоне.

Оборудование 
1. Термростат.

2. Сушильный шкаф, имеющий перекладины с крючками для подвешивания хроматограмм.

3. Большие пробирки 2,4*18 см с плотными пробирками.

4. Штативы для больших пробирок.

5. Полосы хроматографической бумаги «быстрая» 1,5*15 см.

6. Иглы с нитками.

7. Простые карандаши и линейки с делениями.

8. Калиброванные пастеровские микропипетки.

9. Чашки Петри или пульверизаторы.

10. Пипетки на 5 мл.

11.  Пинцеты.

Ход работы
Стараться не касаться полосок бумаги руками, чтобы при обработке нингидрином не образовались побочные пятна. Необходимо соблюдать осторожность при работе с фенолом, он вызывает ожоги.

1. Один конец полоски прокалывают иглой с ниткой. Нитку завязывают, чтобы получилась петля 5-6 см длиной.

2. На расстоянии 2 см от другого конца полоски проводят карандашом линию старта. В центре ее делают кружок диаметром 3 мм для нанесения в это место аминокислот.

3. Укладывают полоску на стеклянные пробирки и наносят 0,02 мл раствора аминокислот последовательно пропорциями, подсушивая пятно, чтобы оно не выходило за пределы кружка.
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4. В сухую пробирку для хроматографии на дно пипеткой наливают 2 мл фенола, насыщенного водой, стараясь не смочить стенки пробирки. Ставят пробирку в штатив строго вертикально.

5. Полоску опускают в пробирку, погружают на 0,5 см в фенол, стараясь ни в коем случае не размыть нанесенные аминокислоты. Пробирку плотно закрывают пробиркой, прижимая петлю, чтобы полоска висела на нужном уровне.
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6. Ставят штатив с пробирками в термостат, нагретый до 40 С на 1,5 часа.

7. После хроматографии полоску вынимают, подвешивают за петлю в сушильном шкафу и высушивают 10 минут при 100 С.

8. В чашку Петри наливают 15-20 мл раствора нингидрина. Полоску, удерживая пинцетами, проводят через раствор и вновь помещают в сушильный шкаф на 5-7 минут при 100 С.

9. На хроматограмме измеряют линейкой расстояния от старта до середины пятен аминокислот и до фронта растворителя. Вычисляют коэффициент распределения для каждой аминокислоты.
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В рабочей тетради кратко описать принцип распределительной хроматографии на бумаге и приемы работы. Зарисовать хроматографическую систему. Хроматограмму подклеить в тетрадь и обозначить отдельные аминокислоты. Сравнить полученные коэффициенты распределения со стандартом. Пятна на хроматограмме располагаются как показано на рисунке, ближе к старту – глутаминовая кислота ( Rf 0,26) затем аланин (Rf 0,60), дальше всего лейцин (Rf 0,82).

Работа 2. Тепловая денатурация белка.

При нагревании белки денатурируют. На процесс денатурации оказывают сильное влияние рН раствора и добавление электролитов.

Реактивы: водный раствор яичного белка; 1%-ый раствор уксусной кислоты; 10 %-ый раствор уксусной кислоты; 10 %-ый раствор гидроксида натрия; насыщенный раствор хлорида натрия.

Оборудование: пробирки, водяная баня или спиртовка.

Ход работы:

1. В пять пронумерованных пробирок налейте по 10 капель раствора яичного белка.

2. Белок в первой пробирке нагрейте до кипения. Раствор мутнеет (разрушаются гидратные оболочки вокруг макромолекул), но осадок не образуется. Мицеллы, образованные макромолекулами, сохраняют одноименный заряд, что препятствует их осаждению.
3. К раствору белка во второй пробирке добавьте одну каплю 1 %-ого раствора уксусной кислоты и нагрейте до кипения. Осадок белка выпадает быстро. Заряд мицелл нейтрализован и белок близок к изоэлектрической точке.
4. К раствору белка в третьей пробирке прибавьте 1-2 капли 10 %-ого раствора уксусной кислоты и нагрейте до кипения. Осадок не образуется, так как мицеллы белка приобрели, присоединяя ионы водорода, положительный заряд, что препятствует их осаждению.
5. В четвертую пробирку добавьте 1-2 капли 10 %-ого раствора гидроксида натрия и нагрейте до кипения. Осадок не выпадает. Мицеллы за счет отщепления протонов от карбоксильных групп боковых цепей белка заряжены отрицательно.
6. В пятую пробирку прибавьте 1-2 капель насыщенного раствора хлорида натрия и нагрейте до кипения. Белок выпадает в осадок.
Оформление результатов:

Оформите результаты исследования, заполнив таблицу и кратко записав механизм денатурирующего действия исследуемого фактора в виде вывода.

	№ пробирки
	Добавляемый электролит
	Наблюдаемый эффект денатурации
	Вывод


Работа 3. Кислотный гидролиз белков

Гидролиз белка – это расщепление биополимера с присоединением воды по месту разрыва пептидных связей под действием кислот, оснований или протеаз. Последовательность гидролиза белка показана на схеме.

В лабораторных условиях гидролиз белков используется для определения первичной структуры, аминокислотного состава белков. Гидролизаты белков применяются в качестве лечебных препаратов при парентеральном питании. В организме человека и животных постоянно происходит гидролиз белков в пищеварительном тракте и клетках органов под действием протеолитических ферментов.

Принцип метода. Большинство биополимеров в реакциях с водой распадаются на мономеры. Гидролиз катализируют протоны, ионы гидроксила и ферменты по механизму нуклеофильного замещения у углерода с карбонильной группой. Полный кислотный гидролиз белков при кипячении происходит в течение 12-96 часов. 

Ход работы:

1. В химическую колбу внести 20 мл раствора яичного белка.

2. Добавить 5 мл концентрированной НCl.

3. Отлить 0,5 – 1 мл смеси в пробирку (№ 1), (5 капель).

4. Колбу закрыть резиновой пробкой с длинной стеклянной трубкой (обратный холодильник).

5. Содержимое колбы кипятить под вытяжкой в течение 45 минут.

6. После охлаждения отлить 0,5 – 1 мл гидролизата в пробирку ( № 2) (5 капель).

7. Нейтрализовать содержимое пробирок 20 % NaOH по лакмусу до голубой окраски.

8. Провести биуретовую реакцию в пробирках № 1 и № 2.
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Результаты опытов оформляют в тетради в виде таблицы:

	№ пробирки
	Реактивы
	Наблюдаемый эффект денатурации
	Вывод


Работа 4. Диализ растворов белков 
Метод диализа основан на неодинаковой способности компонентов раствора к диффузии через тонкие пленки – мембраны. Мембрана представляет собой пористую пленку, через поры которой могут проникать небольшие молекулы. Метод диализа используется для очистки высокомолекулярных соединений от низкомолекулярных, а также концентрирования растворов полимеров.

Реактивы: водный раствор белка (раствор готовят, как указано в лабораторной работе № 6, часть 1); насыщенный раствор хлорида натрия; 0,5 %-й раствор нитрата серебра; 10 %-й раствор азотной кислоты; 10 %-й раствор гидроксида натрия; 1 %-й раствор сульфата меди.

Оборудование: пробирки, целлофановый мешочек; стакан.

Ход работы
Задание 1. Диализ.

1. В пробирке смешайте равные объемы раствора белка и насыщенного раствора хлорида натрия.

2. Влейте приготовленный раствор белка в мешочек из целлофана, заполнив его до половины.

3. Мешочек подвесьте на стеклянной палочке и погрузите в стакан с дистиллированной водой. Ионы натрия и хлорид-ионы свободно проникают через стенки мешочка и равномерно распределяются по всему объему воды. Молекулы белка имеют большие размеры, чем размеры пор целлофана, и остаются в мешочке. Диализ проводят при комнатной температуре в течение 20 мин.  

Задание 2. Анализ воды в стакане.

1. К 1 мл жидкости из стакана добавьте 2 капли раствора азотной кислоты и 2 – 3 капли раствора нитрата серебра. Появляется белый осадок хлорида серебра.

2. К 1 мл жидкости из стакана добавьте 5 капель раствора щелочи и 1 – 2 капли раствора сульфата меди. Фиолетовое окрашивание, характерное для белков, отсутствует.

 Задание 3. Анализ содержимого мешочка.

К 5 каплям раствора из мешочка добавьте 5 капель раствора щелочи и 1 – 2 капли раствора сульфата меди. Появляется характерное окрашивание, вызванное образованием комплексной соли меди с полипептидом.

Оформление результатов:

Коротко опишите ход выполнения работы. Сделайте схематический рисунок диализа. Сделайте вывод о распределении низко- и высокомолекулярных веществ до и после диализа.

Работа 5. Выделение и гидролиз нуклеопротеидов.
Нуклеопротеиды относятся к группе сложных белков, простетической группой которых являются нуклеиновые кислоты.

Реактивы: 

0,4%, 4%, 10% растворы гидроксида натрия, 10% растворы уксусной и серной кислот,

5% раствор сернокислой меди, Фелингова жидкость, растворы орцина или флороглюцина, аммиачный раствор окиси серебра, 25% раствор аммиака, раствор молибденовокислого аммония, 1% спиртового раствора тимола.
Оборудование: 

Ступка с пестиком, центрифуга, стакан, воронка, пробирки, колба для фильтрования,

Ход работы:

5 г дрожжей смешивают в ступке с 2 мл воды, добавляют немного песка и тщательно растирают, примешивая небольшими порциями 13 – 25 мл 0,4% раствора гидроксида натрия в течение 15 - 20 мин. Затем смесь подвергают центрифугированию. Надосадочную жидкость сливают в стакан и по каплям прибавляют 10% уксусную кислоту, до прекращения выделения осадка (5 - 6 мл), полученный осадок нуклеопротеида отделяют от раствора на центрифуге.

В колбу или пробирку помещают осадок нуклеопротеида и 20 мл 10% раствора серной кислоты, нагревают до 35 - 40˚С. Гидролизат охлаждают, отфильтровывают и в прозрачном растворе определяют наличие белка, пентозы, пуриновых оснований и   фосфорной кислоты из которых состоит нуклеопротеид. Белок обнаруживают с помощью биуретовой реакции. К 5 каплям гидролизата добавляют 10 капель 10% раствора NaOH, затем 2 капли 5% раствора CuSO4. Образуется комплекс фиолетового цвета.

Пентозу обнаруживают качественной реакцией Молиша , или путем восстановления меди в щелочном растворе гидрата оксида меди. К 5 каплям гидролизата добавляют 3 капли 1% спиртового раствора тимола, перемешивают и по стенке пробирки осторожно наслаивают 20 капель концентрированной серной кислоты (!). При встряхивании на дне пробирки образуется продукт конденсации фурфурола с тимолом красного цвета.
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Во втором случае в пробирку наливают 3 - 4 мл гидролизата и 2 мл 10% раствора гидроксида натрия. К смеси прибавляют при встряхивании по каплям 5% раствор медного купороса, образующийся при этом осадок гидрата окиси меди растворяется. Раствор окрашивается в синий цвет. Медный купорос приливают до появления не исчезающей при встряхивании мути. Пробирку нагревают в верхней части до начинающегося кипения жидкости. При этом появляется сначала желтый осадок гидрата закиси меди, который переходит в красный осадок закиси меди. В этом опыте лучше использовать Фелингову жидкость, которая при смешивании в равных объемах с гидролизатом при нагревании в пробирке, образует красный осадок закиси меди.

Пуриновые основания обнаруживают реакцией с аммиачным раствором окиси серебра. К 10 каплям гидролизата приливают 10 капель концентрированного аммиака (!), затем добавляют 10 капель 2% аммиачного раствора нитрата серебра. При стоянии через 3-5 минут образуется светло-коричневый осадок серебряных солей пуриновых оснований.


Фосфорную кислоту обнаруживают с помощью молибденовокислого аммония. К 10 каплям гидролизата дрожжей приливают 20 капель молибденового реактива и кипятят несколько минут на открытом огне спиртовки. При этом жидкость окрашивается в желтый цвет. Пробирку сразу охлаждают в струе холодной воды. На дне пробирки появляется кристаллический лимонно-желтый осадок фосфорномолибденовокислого аммония.

Оформления работы: результаты лабораторной работы записывают в тетрадь в виде таблицы:
	Открываемое соединение
	Используемые реактивы
	Продукты реакции
	Чем обусловлена реакция?


Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 27-33
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 28-39

Практическое занятие №4: Выполнение качественных реакций на углеводы. Исследование углеводного состава биологических жидкостей.
Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательная цель  Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Основные правила техники безопасности при работе в лаборатории. 

2. Строение и классификация углеводов. 

3. Свойства и функции углеводов.
4. Суточная потребность в углеводах.
Список понятий для усвоения темы

Углеводы, моносахариды, олигосахариды, полисахариды, гомополисахариды, гетерополисахариды, альдозы, глюкоза, гликоген, крахмал, гексозы, альдозы, кетозы.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Углеводами называют полиоксиальдегиды и полиоксикетоны, а также полимеры этих соединений. В биосфере углеводов больше, чем всех других органических соединений, вместе взятых. В расчёте на сухое вещество растения содержат 80-90%, животные организмы – 2% углеводов от массы тела. Углеводы являются конечными продуктами реакции фотосинтеза у растений. Животные, не обладая способностью к подобной аккумуляции солнечной энергии, используют вещества, накапливающиеся в растениях.


Классификация углеводов


I Моносахариды (не способны гидролизоваться без потери углеводных свойств)


II Олигосахариды гидролизуются с образованием небольшого числа моносахаридов (от 2 до 10)


III Полисахариды при гидролизе образуют большое число моносахаридов (десятки и сотни)

Моносахариды. По содержанию альдегидной или кетонной группы моносахариды делят на альдозы и кетозы. По числу углеродных атомов различают триозы (три атома углерода), тетрозы (четыре атома углерода), пентозы, гексозы, гептозы и т.д. Всем моносахаридам присуща стереоизомерия. В живых организмах преобладают D- формы углеводов. Исключения: L- арабиноза, L- моносахариды у бактерий. 
Триозы в свободном виде в организме практически не встречаются. Фосфорные эфиры триоз (3- фосфоглицериновый альдегид и диоксиацетонфосфат) являются промежуточными веществами в обмене углеводов. 
Пентозы: β- D- рибоза входит в состав нуклеотидов. Нуклеотиды – компоненты РНК, АТФ и некоторых ферментов. 2- дезокси –D- рибоза – составная часть ДНК. D- ксилоза входит в состав полисахаридов клеточных стенок растений.


Гексозы. Альдогексозы: α – D- глюкопираноза (α-глюкоза) входит в состав крахмала, сахарозы. В свободном виде присутствует во фруктовых соках (виноградный сахар), в плазме крови человека и животных. (β- глюкоза) входит в состав целлюлозы. β – D- галактопираноза составная часть молочного сахара (лактозы).


Кетогексоза β – D- фруктофураноза в свободной форме содержится о фруктовых соках и мёде, в связанной форме в сахарозе и полисахаридах (например, в инулине).


Производные моносахаридов


1) фосфорные эфиры являются промежуточными веществами в обмене углеводов.


2) уроновые кислоты. Глюкуроновая кислота входит в состав полисахаридов, участвует в обезвреживании токсичных продуктов обмена белков в печени. Галактуроновая кислота служит структурным блоком некоторых полисахаридов.


3) аминосахара входят в состав полисахаридов и гликопротеинов.









Дисахариды. При образовании гликозидной связи между полуацетальным гидроксилом одного моносахарида и ОН- группой другого моносахарида получается дисахарид. Если у второго моносахарида  в образовании связи участвует спиртовой гидроксил, а полуацетальный гидроксил остаётся свободным, дисахарид будет восстанавливающим (есть возможность для раскрытия цикла и образования альдегидной группы, обладающей восстанавливающими свойствами; такой дисахарид будет восстанавливать реактив Фелинга, серебро из оксида и т.п.)


Мальтоза, α – D- глюкопиранозил-(1→4) – D- глюкопираноза. Образуется при гидролизе крахмала под действием амилаз солода. Восстанавливающий дисахарид.


Целлобиоза, β– D- глюкопиранозил — (1→4) — D- глюкопираноза. Промежуточный продукт при гидролизе клетчатки в рубце жвачных под действием ферментов микрофлоры рубца. Восстанавливающий дисахарид.


Лактоза, β– D- галактопиранозил — (1→4) — D- глюкопираноза – углеводный компонент молока млекопитающих. В коровьем молоке содержится до 4,5% лактозы, в женском молоке – до 7,5%. Это восстанавливающий дисахарид.


Сахароза, α– D- глюкопиранозил — (1→2) — β– D- фруктофуранозид, относится к невосстанавливающим дисахаридам. Служит растворимым резервным сахаридом и транспортной формой, которая легко переносится по растению. Высоко содержание сахарозы в сахарной свекле и сахарном тростнике. Мёд образуется при ферментативном гидролизе цветочного нектара в пищеварительном тракте пчелы и содержит инвертный сахар — равные количества глюкозы и фруктозы.


Полисахариды. Гомополисахариды (гомогликаны) – полисахариды, построенные из моносахаридных звеньев одного типа. 


Крахмал — резервный полисахарид растений. Для человека и животных является важным углеводным компонентом пищевого рациона. Крахмал состоит из двух фракций: амилозы (рис. 1) и амилопектина. В зависимости от вида растения на амилозу приходится 10-30 %, на амилопектин 70-90%. 


Гликоген — резервный полисахарид животных. По строению аналогичен амилопектину крахмала, но если у амилопектина точки ветвления располагаются через 20-25 остатков глюкозы, то у гликогена — через 8-10.


Клетчатка (целлюлоза) у жвачных животных расщепляется в рубце под действием ферментов микрофлоры до глюкозы и далее — ЛЖК (летучих жирных кислот). У моногастричных животных не расщепляется, но улучшает перистальтику кишечника. Состоит из остатков β- глюкозы.


Хитин — полисахарид, формирующий наружный скелет насекомых и панцирей ракообразных; состоит главным образом из N-ацетилглюкозамина (рис. 1).


Гетерополисахариды (гетерогликаны) при гидролизе образуют смесь различных производных моносахаридов — уроновые кислоты и аминосахара). Большинство полисахаридов этой группы в различной степени эсетрифицировано остатками серной кислоты, которые усиливают их кислотные свойства. Присутствуют в организме как в свободном виде, так и в составе протеогликанов и гликопротеинов. Основные представители гетерополисахаридов — гиалуроновая кислота, гепарин, хондроитинсульфаты, кератансульфаты.


Гиалуроновая кислота является высокомолекулярным веществом. Входит в состав основного вещества соединительной ткани. Обнаруживается в стекловидном теле глаза, пупочном канатике, синовиальной жидкости суставов. Гиалуроновая кислота построена из дисахаридных звеньев, состоящих из N-ацетилглюкозамина и глюкуроновой кислоты, соединенных в положении β (1—3) связью (рис.1). Повторяющиеся звенья связаны в положении β (1—4). За счет гидратации карбоксильных и спиртовых групп гиалуроновая кислота при образовании гелей связывает 10 000 кратный объём воды.

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Работа 1. Обнаружение лактозы и мальтозы.
Лактоза и мальтоза с аммиаком в щелочной среде образуют при нагревании окрашенные соединения.

Реактивы: 

Аммиак водный, концентрированный, 20% гидрооксид калия, лактоза, мальтоза.

Оборудование: 
Пробирки, водяная баня, пипетки.

Ход работы: 

В 3 пробирки с 5 мл мочи, раствора лактозы и раствора мальтозы последоавтельно прибавляют 2,5 мл раствора аммиак, 0,2 мл КОН и нагревают на водяной бане 30 мин при 60˚С. При наличии лактозы через несколько минут появляется коричневая окраска, при наличии мальтозы – красное окрашивание.

В моче здорового человека мальтоза и лактоза не обнаруживаются.

Результаты опыта оформляют в тетради.
Работа 2. Обнаружение крахмала.
Крахмал с раствором йода образует окрашенное соединение синего цвета.

Реактивы: 

1% раствор крахмала, йод, 1% раствор с 2% раствором иодида калия.

Оборудование: 
Пробирки, водяная баня, пипетки.

Ход работы: 

К 10 каплям крахмала добавляют 1-2 капли йода. Наблюдается ярко-синее окрашивание.

Реакцией пользуются для выявления активности ферментов, гидролизующих крахмал.

Работа 3. Обнаружение лактозы в молоке.
В молоке дисахарид лактозу обнаруживают реактивом Фелинга, содержащего комплексно связанные с виннокислой кислотой ионы Cu2+. В результате реакции образуется оксид меди (I), выделяющийся в виде красного осадка Cu2O.

Реактивы: 

молоко, йод, ТХУ, гидрооксид натрия, реактив Фелинга.

Оборудование: 
Пробирки, водяная баня, пипетки, фильтр.

Ход работы:
Предварительно осаждают белки молока добавлением трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и фильтруют. К 10 каплям фильтрата добавляют 10 капель дистиллированной воды 10 капель NaOH и 6 капель реактива Фелинга. Смесь нагревают. Отмечают характер появляющегося окрашивания.

Работа 4. Обнаружение крахмала в продуктах питания.

Крахмал с раствором йода образует окрашенное соединение синего цвета.

Реактивы: 

хлеб, раствор йода в иодистом калии, картофель, мука, яблоко, растительное масло, отварной рис, дистилтрованная вода.

Оборудование: 
Пробирки, пипетки, ступка с пестиком, стекляные палочки.

Ход работы:
Исследуемые продукты (картофель, хлеб, мука, яблоко, растительное масло, отварной рис) по отдельности растирают до кашецеобразного состояния в ступе. В 6 пронумерованных пробирок помещают по 0,5-1 г продуктов. Во все пробирки добавляют по 2-3 мл дистилированной воды, тщательно перемешивают. Добавляют в пробирки по 1-2 капли раствора йода. Отмечают пробирки, в которых наблюдается синее окрашивание.
Работа 5. Открытие фруктозы (реакция Селиванова)

Реактивы: раствор фруктозы, раствор глюкозы, реактив Селиванова.

Оборудование: пробирки, пипетки, спиртовка.

Ход работы. В первую пробирку вносят 0,5 мл раствора фруктозы, во вторую – 0,5 мл раствора глюкозы. В обе пробирки добавляют по 0,5 мл реактива Селиванова. Пробирки осторожно нагревают на спиртовке. В пробирке с фруктозой постепенно наблюдается красное окрашивание. На первой стадии образуется оксиметилфурфурол, который во второй стадии, конденсируясь с резорцином, дает красное окрашивание.

Работа 6. Реакция Троммера

В основе реакции Троммера лежит окислительно-восстановительный процесс: в щелочной среде при нагревании альдегидная группа сахара окисляется, а гидрат окиси меди (осадок голубого или синего цвета) восстанавливается в гидрат закиси меди (кирпично-красный осадок). Углевод при этом дает различные продукты окисления, так как при окислении в щелочной среде моносахариды претерпевают глубокие изменения с расщеплением углеродной цепи. Среди продуктов окисления не удается выделить кислоту с тем же числом атомов углерода, как у исходного сахара (в отличие от окисления  обычных альдегидов). Сахара, не имеющие свободной альдегидной группы, пробу Троммера не дают. Окислительно-восстановительную реакцию можно представить в виде следующей схемы:

CuSO4 + 2NaOH → Cu(OH)2 + Na2SO4 

Глюкоза   +   2 Cu(OH)2 → Продукты + 2 CuOH + H2O

Гидрат окиси                       окисления  Гидрат закиси

меди (голубой осадок)                           глюкозы меди (желтый осадок)

Глюкоза + 2 Cu(OH)2 →  Продукты +  Cu2O + 2H2O

Гидрат окиси                    окисления     Закись меди

меди (голубой осадок)     глюкозы       (кирпично-красный осадок)

Реактивы: 0,5-процентные растворы глюкозы, фруктозы, сахарозы, мальтозы и крахмала, 2 н раствор NaOH, 0,2 н раствор CuSO4.

Оборудование: пробирки, пипетки, спиртовка.

Ход работы. В пробирку наливают раствор глюкозы и 6–8 капель 2н NaOH. Затем по каплям добавляют 0,2 н раствор CuSO4 до образования нерастворимого голубого осадка. Осторожно нагревают пробирку на спиртовке. Голубой, нерастворимый в воде осадок гидрата окиси меди (II) постепенно переходит в желтый, а затем – в красный осадок закиси меди (I). Это указывает на положительную реакцию Троммера. Аналогичный опыт проводят с сахарозой, мальтозой, фруктозой и крахмалом. Делают заключение о восстанавливающих свойствах этих углеводов. Избыток медной соли маскирует реакцию, так как гидроокись меди (II)

при нагревании теряет воду и дает черный оксид меди (II).
Результаты опытов оформляют в тетради в виде таблицы:

	№ пробирки
	Исследуемый продукт
	Наблюдаемая окраска
	Содержание крахмала

	
	
	
	


Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 47-56 (выполнить тест-контроль стр. 53-56)
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 55-64
Практическое занятие №5: Выполнение качественных реакций на углеводы Выполнение качественных реакций на липиды. Исследование углеводного и липидного состава биологических жидкостей
Формируемые профессиональные компетенции3.1, 3.2, 3.3, 3.4 

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательная цель  Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей:  гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Основные правила техники безопасности при работе в лаборатории. 

2. Строение и свойства основных классов липидов. 

3. Классификация липидов, их основные биологические функции.

Список понятий для усвоения темы

Липиды, стериды, воска, гликолипиды, липопротеиды, триацилглицериды, фосфолипиды, холестерин, хиломикроны.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Липиды – это органические вещества, которые плохо растворимы или нерастворимы в воде, но растворяются в органических растворителях; они являются настоящими или потенциальными эфирами жирных кислот. Содержание липидов в организме человека составляет в среднем 10-20% от массы тела. Липиды можно условно разделить на два вида: протоплазматические и резервные. Протоплазматические (конституционные) входят в состав всех органов и тканей. Они составляют примерно 25% всех липидов организма и практически остаются на одном уровне в течение всех жизни. Резервные липиды запасаются в организме и количество их меняется в зависимости от различных условий. Биологическое значение липидов в организме велико. Так, они обнаружены в составе всех органов и тканей. Наибольшее количество (до 90%) содержится в жировой ткани. В мозге липиды составляют половину массы органа.

Функции липидов в организме:
Энергетическая – наряду с углеводами являются основным энергетическим топливом клетки. При сжигании 1 г липидов выделяется 38,9 кДж (или 9,3 ккал).
Структурная – липиды (фосфолипиды, гликолипиды) вместе с белками входят в состав биологических мембран.
Защитная – функция механической защиты, роль которой выполняет подкожная жировая клетчатка.
Терморегуляторная – реализация этой функции осуществляется благодаря двум аспектам: а) жир плохо проводит тепло, поэтому является теплоизолятором; б) при охлаждении организма на генерирование тепла за счёт выделения энергии расходуются липиды.
Регуляторная – ряд гормонов (половые, гормоны коры надпочечников) являются производными липидов.
Липиды являются источником ненасыщенных высших жирных кислот – витамина F, одного из незаменимых факторов питания.

Жир является источником эндогенной воды в организме. При окислении 100 г липидов образуется 107 г воды.

Липиды выполняют функцию естественных растворителей. Они обеспечивают всасывание в кишечнике незаменимых жирных кислот и жирорастворимых витаминов.
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КЛАССИФИКАЦИЯ ЛИПИДОВ 

В зависимости от химического состава липиды подразделяют на несколько классов. 

1. Простые липиды включают вещества, молекулы которых состоят только из остатков жирных кислот (или альдегидов) и спиртов. К ним относят 

· жиры (триглицериды и другие нейтральные глицериды) 

· воски

2. Сложные липиды 

· производные ортофосфорной кислоты (фосфолипиды) 

· липиды, содержащие остатки сахаров (гликолипиды) 

· стерины 

· стериды

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Работа 1. Выделение лецитинов из желтка куриного яйца.

При гидролизе лецитинов высвобождаются молекула глицерина, 2 молекулы жирных кислот (из которых одна является непредельной), молекула фосфорной кислоты и холин.

Реактивы: 

Аммиак водный, концентрированный, 20% гидрооксид калия, лактоза, мальтоза, спирт, ацетон, дистилированная вода, желток куриного яйца.

Оборудование:

Химический стакан, стеклянная палочка, спиртовки, фильтр, пробирки.
Ход работы: 

В небольшой стаканчик вносят 1/5-1/6 желтка куриного яйца и, помешивая стеклянной палочкой, добавляют 10 мл горячего спирта. После остывания содержимое стаканчика фильтруют в сухую пробирку. Фильтрат должен быть прозрачным. Если в нем появляется муть, фильтрование повторяют до получения прозрачного фильтрата.

Со спиртовым фильтратом проделывают следующие реакции: 

Осаждение ацетоном: в сухую пробирку наливают 2-3 мл ацетона и по каплям прибавляют спиртовый раствор лецитинов. Выпадает осадок, так как лецитины в ацетоне не растворяются.

Получение эмульсии лецитинов: для получения эмульсии к 2-3 мл спиртового раствора лецитинов добавляют по каплям дистиллированную воду. Образуется устойчивая эмульсия лецитинов в воде.

Работа 2. Обнаружение кетоновых тел в моче. 

К компонентам мочи, которые у здорового человека не обнаруживаются обычными качественными реакциями и считаются патологическими, относят такие вещества как белок, сахар, кетоновые тела, желчные пигменты, желчные кислоты, кровь. Кетоновые тела появляются в моче при нарушениях углеводного и липидного обменов, в частности при сахарном диабете и голодании.

Реактивы: 

Раствор Люголя, концентрированный, 10% гидрооксид натрия, моча, раствор хлорного железа, ацетон, тест - полоски, 10% раствор нитропруссида натрия, концентрированная уксусная кислота.

Оборудование:

Пробирки, пипетки.

Ход работы:
 (1)
Реакция на ацетон с йодом (проба Либена). При взаимодействии ацетона с йодом в
щелочной среде образуется йодоформ, присутствие которого узнается по появлению
желтого осадка и характерному запаху.

К 5 каплям исследуемой мочи добавляют каплю 10% раствора гидроксида натрия и 2-3 капли раствора Люголя. При наличии ацетона выделяется желтый осадок и появляется запах йодоформа.

(2)
Реакция на ацетон и ацетоуксусную кислоту с нитропруссидом натрия (проба Легаля). Ацетон и ацетоуксусная кислота в щелочной  среде образуют с нитропруссидом
натрия оранжево-красное окрашивание, которое при подкислении уксусной  кислотой становится вишнево-красным.

К 5 каплям мочи добавляют 1 каплю 10% раствора нитропруссида натрия и 2 капли 10% раствора гидроксида натрия, появляется оранжево-красное окрашивание. При подкислении концентрированной уксусной кислотой окраска становится вишнево-красной.

(3)
Реакция на ацетоуксусную кислоту с хлорным железом (проба Герхардта). Енольная форма ацетоуксусной кислоты, взаимодействуя с хлорным железом, образует комплексное соединение вишнево-красного цвета.

К 5 каплям мочи прибавляют по каплям раствор 1% хлорного железа, появляется вишнево-красное окрашивание.

(4)
Экспресс-анализ кетоновых тел в моче с помощью диагностических (тест) полосок. Принцип анализа основан на появлении фиолетового окрашивания в процессе
взаимодействия кетоновых тел с нитропруссидом натрия (реакция Легаля).
Диагностические полоски кетофан или диафан (для исследования мочи на глюкозу и кетоны) опускают на 1-2 секунды в исследуемую мочу так, чтобы зоны индикации были смочены. Избыток мочи снимают с полоски, соприкасаясь со стенкой сосуда. Полоски оставляют в горизонтальном положении. Через 60 секунд сопоставляют окраску зон индикации с соответствующей цветной шкалой.

Результаты опыта оформить в тетради.

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 56-63 (выполнить тест-контроль стр. 64-68)
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 65-76
Практическое занятие №6: Выполнение качественных реакций, характеризующих свойства ферментов, влияние различных факторов на активность ферментов. 
Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4
Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательная цель Привитие умений и навыков учебной работы и коллективного труда. Формирование целостного миропонимания и современного научного мировоззрения, основанного на признании приоритетов общечеловеческих ценностей: гуманности, милосердия, сострадания, уважения к жизни и здоровью человека. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Свойства ферментов.
2 Классификация ферментов по типу катализируемой реакции, по сложности строения молекулы. 
3. Механизм действия ферментов.

4. Типы ингибирования.

5. Изоферменты. 

Список понятий для усвоения темы

Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Материальной основой жизненных процессов является взаимодействие химических веществ и элементов живого организма. В нормальных физиологических условиях биохимические реакции протекают в организме с высокими скоростями, что обеспечивается биологическими катализаторами белковой природы – ферментами.

Действуя в строго определенной последовательности, ферменты катализируют расщепление молекул питательных веществ, обеспечивают запасание и преобразование химической энергии, а из простых молекул-предшественников строят макромолекулы, входящие в состав клетки.


Ферментология (энзимология) – это наука о ферментах (энзимах), специфических белках-катализаторах, синтезируемых любой живой клеткой и активирующих различные биохимические реакции, протекающие в организме.


Ферменты (энзимы) – это вещества белковой природы, обладающие каталитической активностью и ускоряющие протекание реакций обмена веществ, т.е. вещества, обеспечивающие специфический высокоскоростной катализ биохимических реакций. Термин «фермент» происходит от латинского слова «fermentum» - закваска, а «энзим» - от греческих слов «en zyme» - в дрожжах. Оба названия восходят к истории изучения процессов брожения, в ходе чего было сделано предположение, а затем и доказано существование биологических катализаторов, получивших соответствующее название.

2.  ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Работа 1. Влияние температуры на активность амилазы слюны

Исследуемый материал: слюна.

Реактивы: 1-процентный раствор крахмала, реактив Люголя, дистиллированная вода.

Оборудование: пипетки, пробирки, термостат, спиртовка, ледяная баня, предметные стекла.

Ход работы. В 4 пробирки наливают по 0,5 мл крахмала. Еще в 4 пробирки наливают по 0,5 мл разбавленной (1:5) слюны. Берут первую пару пробирок (одна с ферментом, другая – с крахмалом) и помещают в баню со льдом. Вторую пару оставляют при комнатной температуре. Третью пару пробирок помещают в термостат (37°С), а четвертую – в кипящую водяную баню. Через 5 мин содержимое каждой пары пробирок сливают вместе, тщательно перемешивают и оставляют стоять еще 10 мин при тех же условиях.

Из третьей пробирки отливают 3 капли жидкости и проделывают реакцию с каплей йода на стекле. Если появляется синее окрашивание, растворы оставляют стоять еще 10 мин и после этого повторяют реакцию с йодом на стекле. Потом добавляют по 2 капли реактива Люголя во все пробирки и наблюдают за развитием окраски.

Оформление работы. Результаты записывают в таблицу Делают выводы о характере влияния температуры на активность амилазы.
	№

пробирки
	Температура инкубации, °С
	Окрашивание с йодом



	1. 


	0
	

	2. 


	20
	

	3. 


	37
	

	4. 

	100
	


Работа 2. Влияние рН на активность амилазы слюны

Оптимум рН для действия амилазы слюны можно определить при взаимодействии ее с крахмалом при различных значениях рН среды. О степени расщепления крахмала можно судить по реакции крахмала с раствором йода. При оптимальном значении рН расщепление крахмала произойдет полностью (отсутствует йод). По мере удаления от оптимума рН в кислую или щелочную зоны расщепление крахмала произойдет только частично, до стадии декстринов, или крахмал вообще не подвергнется расщеплению.

Исследуемый материал: слюна.

Реактивы: 1-процентный раствор крахмала, реактив Люголя, 1/15М растворы фосфатного буфера с разными значениями рН (5,5-8,0).

Оборудование: пробирки, пипетки, термостат.

Ход работы. Наливают в 4 пробирки по 0,5 мл крахмала, 0,5 мл разбавленной (1:5) слюны. Затем в первую пробирку добавляют 0,5 мл буфера с рН = 5,8, во вторую пробирку – 0,5 мл буфера с рН = 6,5, в третью – 0,5 мл буфера с рН = 7,0 в четвертую – 0,5 мл буфера с рН = 8,0. Помещают все пробирки на 10 мин в термостат (37 °С). После этого добавляют по 2 капли реактива Люголя во все пробирки и наблюдают за развитием окраски.

Оформление работы. Результаты записывают в таблицу. Делают выводы о характере влияния рН на активность амилазы.

	№

пробирки
	рН
	Окрашивание с йодом



	1. 


	5,5
	

	2. 


	6,5
	

	3. 


	7,0
	

	4. 

	8,0
	


Работа 3. Специфичность действия α-амилазы слюны

α-амилаза катализирует гидролитическое расщепление крахмала с образованием мальтозы. Промежуточными продуктами в данной реакции являются различные декстрины (амино-, эритро-, ахро- и мальтодекстрины). Степень гидролиза крахмала можно контролировать по цветной реакции с йодом. Крахмал дает с йодом синее окрашивание, декстрины, в зависимости от размеров молекул, при взаимодействии с йодом окрашиваются в разные

цвета (сине-фиолетовый, красно-бурый, желто-бурый), а конечные продукты с йодом окраски не дают. Второй контрольной пробой может быть реакция на наличие свободных альдегидных групп.

Исследуемый материал: слюна.

Реактивы: 1-процентный раствор крахмала, 1-процентный раствор сахарозы, 10%-ый раствор NaOH, 1%-ый раствор CuSO4, реактив Люголя, дистиллированная вода.

Оборудование: пробирки, пипетки, термостат.

Ход работы. Готовят 2 инкубационные пробы, как указано в таблице, используя в качестве субстратов для амилазы 2 вещества: крахмал и сахарозу.

	№

пробы
	Амилаза

слюны (мл)


	Крахмал

(мл)


	Сахароза

(мл)


	Реакция

Троммера

(+, –)


	Реакция

с йодом

(+, –)



	1. 


	1
	1
	
	
	

	2.
	
	
	
	
	


Пробы выдерживают в термостате в течение 15 мин при 37 °С. Затем с первой пробой проделывают 2 реакции: Троммера и реакцию с йодом. Со второй пробой проделывают реакцию Троммера.

Оформление работы. В таблицу вносят результаты реакций. Делают вывод о специфичности амилазы.
Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.   Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-90
Практическое занятие №7: Определение активности α-амилазы в биологических жидкостях. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1.  История открытия и изучения ферментов.

2.  Химическая природа ферментов. Активный и аллостерический центры.

3.  Кофакторы ферментов: ионы металлов, коферменты. Коферментные функции витаминов.

4.  Механизмы действия ферментов.

5.  Особенности ферментативного катализа. Специфичность действия ферментов.

6.  Классификация и номенклатура ферментов.

7.  Изоферменты.

8.  Единицы измерения активности и количества фермента.

Список понятий для усвоения темы

Ферменты, ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, гипреамилаземия, гипоамилаземия, гиперамилазурия, гипоамилазурия.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Альфа-амилаза (диастаза, альфа-1,4-глюкан-4-глюканогидролаза) относится к классу гидролаз, катализирующих гидролиз полисахаридов, включая крахмал и гликоген, до декстринов и простых ди- и моносахаридов (мальтоза, глюкоза). Амилаза в самых больших концентрациях находится в поджелудочной железе и слюнных железах соответственно – в форме поджелудочного и слюнного изоферментов. В физиологических условиях амилаза сыворотки крови состоит на 40% из панкреатической амилазы и на 60% из слюнной амилазы. Используя специфические ингибиторы или разделение электрофорезом, можно установить происхождение фермента, присутствующего в плазме. Амилаза удаляется из плазмы почками и экскретируется с мочой. Это обуславливает большую информативность определения активности альфа-амилазы в моче как теста оценки функционального состояния поджелудочной железы. 
Рост активности амилазы имеет самое большое значение при диагностике заболеваний поджелудочной железы.

Клинико-диагностическое значение:

Активность альфы-амилазы крови и мочи в течение суток значительно меняется.


Гиперамилаземия – повышение активности амилазы в сыворотки крови.

· Острый панкреатит – максимальные значения имеют место в первые 6 – 12 часов после проявления симптомов болезни. После этого времени активность фермента снижается, нормализуется через 2 – 5дней. Если активность сохраняется увеличенной более 5 дней, это свидетельствует о увеличении воспаления.

· Обострение при хроническом панкреатите

· Перфорация язвы двенадцатиперстной кишки

· Кишечная непроходимость

· Холецистит

· Перитонит

· Острый аппендицит

· Паротит

· Алкалоиды (морфин, героин, кодеин)

· Отравление метанолом

· Большие дозы этанола (у алкоголиков)


Гипоамилаземия – снижение активности амилазы в сыворотки крови (практически не имеет диагностического значения).

· Некроз поджелудочной железы

· Тиреотоксикоз

· Инфаркт миокарда


Гиперамилазурия – повышенное выделение амилазы с мочой.

· Острый панкреатит – повышение активности фермента наблюдается в течение первых 24 часа воспаления. Повышенное выделение фермента с мочой сохраняется в последующие 7 -10 дней, несмотря на то, что активность амилазы в крови уже после 3 – 4дней нормальная.

· Рак поджелудочной железы

· Перфорация язвы двенадцатиперстной кишки

· Желчекаменная болезнь

· Болезни слюнных желез, паротит, камни в слюнных протоках


Гипоамилазурия – снижение выделения амилазы с мочой.

· Болезни почек

· Болезни печени
2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Принцип метода


Существует много разных методов определения активности (-амилазы. Мы познакомимся с простым и надежным методом последовательных разведений фермента, предложенным еще в 1929 г. Вольгемутом и сохранившимся до настоящего времени. Метод основан на определении максимального разведения мочи, при котором происходит полное расщепление крахмала (отсутствие цветной реакции с иодом) при заданных условиях.

Выполнение работы

Получение последовательных разведений мочи: в 6 пробирок наливают по 1 мл 0,9% раствора NaCl. В первую пробирку вносят 1 мл мочи (тщательно перемешивают). 1 мл смеси из первой пробирки переносят во вторую, перемешивают. 1 мл из второй пробирки переносят в третью пробирку и т.д. Из последней пробирки, после перемешивания, 1 мл выливают в раковину. 

В результате получают ряд последовательных разведений мочи (1:2; 1:4; 1:8 и т.д. Во все пробирки быстро вносят по 2 мл 0,1% раствора крахмала. Инкубируют 30 минут при комнатной температуре. В каждую пробирку добавляют по 1 капле 1% раствора йода и тщательно перемешивают. Результаты окраски растворов в пробирках заносят в таблицу:

	Проба
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Разведения
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32
	1:64

	Окраска с иодом
	
	
	
	
	
	



Отмечают последнюю пробирку, в которой произошло полное расщепление крахмала (желтое окрашивание с иодом) и рассчитывают активность (-амилазы.

Расчет активности (-амилазы


За условную единицу активности (ед. Вольгемута) принимают активность необходимую для расщепления 1 мл 0,1% раствора крахмала при комнатной температуре за 30 мин.

А = 2 *. Р [ед. Вольгемута]

2 (мл) – объем 0,1% крахмала

Р – разведение (см. таблицу), например 1-я пробирка – разведение 2, 

6-я пробирка – разведение 64.

Норма: от 16 до 64 условных единиц Вольгемута.

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-82
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94
Практическое занятие №8: Определение активности холинэстеразы в сыворотке крови в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Общие свойства ферментов: термолабильность, рН-зависимость, специфичность действия.

2. Зависимость между концентрацией субстрата и скоростью ферментативных реакций. Понятие о константе Михаэлиса.

3. Фермент-субстратные комплексы.

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Холинэстераза (ХЭ) — фермент, образующийся в печени. Холинэстераза содержится в нервной ткани, скелетных мышцах. Так называемая сывороточная холинэстераза присутствует в печени, поджелудочной железе, выделяется печенью в кровь.

Определение холинэстеразы в медицине используется — для диагностики возможного отравления инсектицидами и оценки функции печени. Биохимический анализ крови на холинэстеразу используется для оценки риска осложнений при хирургических вмешательствах. Содержание фермента холинэстеразы в крови человека начинает резко снижаться при тяжелых хронических заболеваниях печени, особенно при циррозе.

Низкая холинэстераза в крови — признак таких заболеваний, как:

· заболевания печени (цирроз, гепатит, метастатический рак печени)

· острое отравление инсектицидами

· инфаркт миокарда

· онкологические заболевания.

Понижение уровня холинэстеразы происходит на позднем сроке беременности, после хирургического вмешательства и при применении некоторых медицинских препаратов (оральных контрацептивов, анаболических стероидов, глюкокортикоидов).

Повышенная холинэстераза — симптом следующих заболеваний:

· артериальная гипертония, нефроз, рак молочной железы, ожирение, алкоголизм, сахарный диабет, столбняк, маниакально-депрессивный психоз, депрессивный невроз.

Повышение уровня холинэстеразы происходит на начальном этапе беременности.

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Принцип метода

Холинэстераза катализирует гидролиз бутирилтиохолина с образованием бутирата и тиохолина. Тиохолин восстанавливает железо (III) в гексацианоферрате до (II). Снижение оптической плотности раствора прямо пропорционально активности холинэстеразы в пробе.
Нормальные величины активности

	Взрослые 

	Мужчины
	5100 - 11700 Е/л

	Женщины
	4000 - 12600 Е/л


У детей до 6 месяцев активность холинэстеразы может быть на 40-50% выше, чем у взрослых. Активность холинэстеразы у молодых женщин составляет 64-75% от активности взрослых мужчин. Во время беременности активность холинэстеразы снижается.

Оборудование, материалы и реагенты:

1. Реагент 1. 2 х 50 мл
Фосфатный буфер (рН = 7,6)  92 ммоль/л

Гексацианоферрат (III) 2,5 ммоль/л

2. Реагент 2. 1 х 20 мл
Бутирилтиохолин 91 ммоль/л 

3. Свежесобранная сыворотка, плазма (гепарин, ЭДТА) без гемолиза. Быстро отделить от клеток. Стабильность холинэстеразы в пробе - 15 дней при хранении 2...8°С.

Проведение анализа
Длина волны 405 нм

Оптический путь 1 см

Температура 37°С

Перед проведением анализа реагенты следует прогреть до 37°С. Температура должна быть стабильной (+/- 0,5°С) в течение всего определения. 

	Добавить в термостатированную кювету (мкл)
	Бланк по реагенту
	Опытная проба

	Дистиллированная вода
	20
	-

	Проба
	-
	20

	Реагент 1
	1000
	1000

	Перемешать, инкубировать 5 минут при 37°С.

	Реагент 2
	200
	200


Тщательно перемешать, инкубировать 90 секунд. Измерить оптическую плотность бланка по реагенту и опытной пробы; повторить измерения точно через 30, 60, 90 секунд. Рассчитать среднее ДА / 30 сек.

Расчет активности холинэстеразы в пробе производится следующим образом:

Активность холинэстеразы Е/л (37°С) = (АА/30 среднее пробы - АА/30 среднее бланка) х 131,6х103
Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1 Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94

Практическое занятие №9: Определение активности фосфотаз в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций.  

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти 

Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Ферменты как биокатализаторы.

2. Множественные формы  ферментов.

3.  Классификация ферментов

4. Энзимопатии

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия, кофакторы, энзимопатии.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Щелочная фосфатаза (К.Ф. 3.1.3.1. фосфогидролаза моноэфиров ортофосфорной кислоты) содержится во всех органах и тканях или во всех клеточных мембранах. Оптимум рН для ЩФ около 10.
В сыворотке крови различают несколько изоферментов ЩФ, 7 из которых имеют наибольшее клинико-диагностическое значение.
1. Костная ЩФ. В кости щелочная фосфатаза секретируется остеобластами, ее роль в формировании кости до конца не установлена. Предполагают, что она участвует в созревании матрикса и его минерализации. Значительное увеличении ее активности в сыворотке крови наблюдается при повышенной деятельности остеобластов: рост костей (у детей активность выше, чем у взрослых, увеличивается она в последний триместр беременности), возобновлении движений после длительного постельного режима, переломах, деформирующим остите, рахите, гиперпаратиреозе. Это характерно и для процессов остеомаляции (злокачественные опухоли костей, миелома), а также костного туберкулеза и лейкозов. Повышение активности костной ЩФ при рахите отмечается чаще, чем увеличение содержания неорганического фосфора; при выздоровлении активность ЩФ нормализуется позднее, чем уровень Са и Р, примерно в те же сроки, что и ренгенологические показатели. Некоторое повышение активности костной ЩФ отмечается при синдроме Фалькони.

2. Печеночная ЩФ представлена двумя изоферментами. Первый повышается в сыворотке крови при застое в печени и сниженной элиминации фермента с желчью, при васкулитах, во второй половине беременности. Это основной фермент при диагностике патологии гепатобилиарного тракта. Второй изофермент повышается при гепатоцеллюлярной патологии - вирусные гепатиты, желтая дистрофия печени, циррозы. Это увеличение значительно уступает активности аминотрансфераз.

3. ЩФ желчи - фермент холестаза. Он высвобождается из поврежденных желчных протоков. Самые высокие цифры сывороточной активности отмечаются при обтурационных желтухах, когда задержка экскреции фермента с желчью приводит к тому, что он вновь поступает в кровь.

4. Кишечная ЩФ синтезируется энтероцитами, поступает в просвет тонкого кишечника и частично всасывается в кровь. Вклад в ее общую активность ЩФ невелик. Ее активность может быть увеличена у лиц с первой и третьей группой крови, особенно после приема пищи, при заболеваниях кишечника, сопровождающихся поносами.

5. Почечная ЩФ частично всасывается в кровь, но, в основном, экскретируется с мочой. Тест используется в диагностике заболеваний почек (гломерулонефрит, пиелонефрит, нефропатии).

6. Плацентарная ЩФ появляется в сыворотке крови при беременности. Самое большое ее содержание отмечается в третьем триместре.
7.
Неидентифицированный изофермент ЩФ (так называемые изоферменты
Regan или Nagao) опухолевого происхождения (наиболее часто
определяются при раке легкого).

Кислая фосфотаза - под этим термином понимают все фосфотазы, имеющие оптимум активности при рН ниже 7,0.

Кислая фосфотаза – это ферменты лизосом, которые имеются во всех органах и тканях. Наибольшая активность КФ обнаруживается в предстательной железе, меньшая - в печени, селезенке, почках, костном мозге и в форменных элементах крови. Фермент обнаружен в женском молоке. У мужчин половину содержащейся в крови КФ составляют изоферменты предстательной железы, остальную часть - изоферменты печени и разрушающихся эритроцитов и тромбоцитов. У женщин КФ сыворотки попадает из печени и клеток крови.

Изоферменты предстательной железы отличаются от других изоферментов КФ субстратной специфичностью и действием на них ингибиторов. Так, они имеют большое сродство к п-нитрофенилфосфату, но и к п-нафтилфосфату, тимолфталеинфосфату и др. Активность простатических изоферментов ингибируют тартраты (соли винной кислоты), ионы фтора и железа. Например, присутствие тартрата калия в концентрации 0,02 ммоль/л ингибирует активность простатической КФ на 95%, что используется для ее идентификации.

Наиболее резко повышается активность КФ в сыворотке крови за счет простатических изоферментов при карциноме предстательной железы, особенно в стадии метастазирования. Повышенная активность общей и простатической КФ имеет место практически у 75% мужчин с опухолью простаты, причем активность может повыситься в 40-50 раз и практически вся активность ингибируется тартратом. Однако отсутствие увеличения активности КФ не отрицает наличия рака простаты, так как в случае ограничения опухоли только пределами простаты не происходит выхода фермента в кровь. Повышенная активность фермента в сыворотке крови при инфаркте простаты, в результате катетеризации мочевого пузыря, после оперативного вмешательства или биопсии предстательной железы. При простатитах, при доброкачественной гипертрофии простаты активность КФ не изменяется даже после манипуляций на простате. Костные метастазы карциномы простаты приводят, как правило, к увеличению КФ и ЩФ, в то время, как костные заболевания сопровождаются повышением лишь ЩФ.

При использовании методов, неспецифичных для простатической КФ,, увеличение общей активности фермента может быть следствием патологического разрушения клеток крови, болезни Педжета, метастатическою поражения костей, миеломной болезни, гиперпаратиреозе с остеопорозом, апластической и гемолитической анемий. В этих случаях основным источником КФ являются остеокласты, КФ которых не подавляется тартратом. Эритроцитарная КФ подавляется формальдегидом и ионами Cu, к которым простатическая КФ резистентна. Тем не менее, если кровь взята без гемолиза и сыворотка быстро отделена от клеточной массы, влияние эритроцитарной КФ как правило несущественно.

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
ИНСТРУКЦИЯ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЩФ В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ 
Принцип метода Щелочная фосфатаза катализирует реакцию гидролиза п-нитрофенолфосфата с образованием эквимолярного количества п-нитрофенола и фосфата. Скорость образования п-нитрофенола прямо пропорциональна активности щелочной фосфатазы и измеряется фотометрически при длине волны 405 нм.
Нормальные величины активности активности щелочной фосфатазы в сыворотке крови человека составляют: для женщин – 64 - 306 Ед/л; для мужчин – 80 - 306 Ед/л.

Рекомендуется в каждой лаборатории установить свой диапазон нормальных величин.
Анализируемые пробы

Сыворотка крови без гемолиза. Сыворотку следует отделить от форменных элементов крови не позднее, чем через 1 час после забора крови.
Меры предосторожности при работе с набором

Реагенты R1 и R2 содержат азид натрия. Не допускать попадания на кожу и слизистые. Не пипетировать ртом; при проглатывании следует выпить 0,5 л теплой воды и вызвать рвоту. При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки, т.к. образцы крови человека следует рассматривать как потенциально инфицированные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции.
Оборудование, материалы и реагенты:

- спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, длина волны 405 нм, кювета с длиной

оптического пути 1 см;

- секундомер;

- пипетки, позволяющие отбирать объемы 25 и 1000 мкл;

- коническая колба вместимостью 100 мл;

- вода дистиллированная;

- 0,9% раствор NaCl (физиологический раствор).

Подготовка реагентов для анализа

Приготовление рабочего реагента: смешать в конической колбе вместимостью 100 мл 4

объема реагента R1 и 1 объем реагента R2. Тщательно закрыть флаконы с реагентами R1 и R2 непосредственно после каждого использования.

Рабочий реагент стабилен в течение 60 дней при хранении при температуре 2-8 оС.

Проведение анализа
Рабочий реагент: 1000 мкл

Пробирки с рабочим реагентом необходимо предварительно прогреть в течение 5 минут при 37 оС.

Проба 20 мкл

Перемешать, после 60 секунд инкубации при 37 оС измерить скорость изменения оптической

плотности за минуту (ΔОП/мин) в течение следующих 2 – 3 минут.

Расчеты

Активность щелочной фосфатазы определить по формуле:

A =ΔОП / мин * 2757 , где

А – активность щелочной фосфаазы, Ед/л;

ΔОП/мин – изменение оптической плотности пробы за одну минуту, ед. опт. пл.;

2757 – фактор пересчета для выражения активности щелочной фосфатазы в Ед/л (указывается в паспорте на набор)

Примечание: 1Ед/л х 0,0167 = мкКат/л

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 99-107
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94

Практическое занятие №10: Определение активности аминотрансфераз (АТ) в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Природа и свойства ферментов. Ферменты простые и сложные, типы коферментов.

2. как измеряется активность ферментов.

3. Значение ферментов в диагностике заболеваний.

4.  Иммобилизованные  ферменты.

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия, кофакторы.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Аспартатаминотрансфераза (К.Ф.2.6.1.1. L-аспартат: 2-оксоглутарат-аминотрансфераза, ACT или АсАТ или глутаматоксалоацетаттрансаминаза (ГОТ)).

Аланинаминотрансфераза (К.Ф.2.6.1.2. L-аланин: 2-оксоглутаратамино-трансфераза, АЛТ или АлАТ или глутаматпируваттрансаминаза (ГТП)).
Аминотрансферазы катализируют процессы трансаминирования (ACT катализирует обратимый перенос аминогрупп с L-аспарагиновой кислоты на α-кетоглутаровую, а АЛТ катализирует обратимый перенос аминогрупп с L-аланина на α-кетоглутаровую кислоту). Трансаминирование играет ключевую роль в промежуточном обмене, так как обеспечивает синтез и разрушение отдельных аминокислот в организме. Три аминокислоты: глутаминовая, аспарагиновая и аланиновая - благодаря трансаминированию превращаются в соответствующие альфа-кетокислоты, являющиеся компонентами цикла трикарбоновых кислот. Окисляясь в нем, они служат источником энергии.
Простетической группой (или коферментом) обоих энзимов служит пиридоксальфосфат, осуществляющий перенос аминогруппы за счет способности образовывать пиридоксаминовые производные с аминокислотами.

Они распределены по всем органам и тканям. АЛТ - энзим цитоплазматический, ACT имеет изоферменты, локализованные в цитозоле и митохондриях.

АЛТ в высоких концентрациях присутствует в клетках печени и в меньшей степени в скелетных мышцах, почках, сердце и эритроцитах. Активность ACT в эритроцитах в 6 раз превышает таковую в сыворотке крови, что следует учитывать при анализировании гемолитической сыворотки. Повышение активности АЛТ наиболее часто отмечается при острых заболеваниях печени и желчных путей. Активность АЛТ резко повышается у больных острыми вирусными гепатитами в ранние сроки болезни: приблизительно у 50% больных она увеличивается за 5 дней до появления желтухи и гепатомегалии, у 90% больных - за 2 дня до появления этих симптомов. Пик ферментативной активности опережает максимальный уровень билирубина в крови на 7-10 дней и совпадает с появлением желтухи, т.е. периодом максимальной тяжести болезни. В не осложнённых случаях уровень активности обоих ферментов снижается до нормальных значений к исходу 8 недели болезни примерно у 75-80% больных. У небольшой части больных после нормализации наблюдается второй пик повышения активности аминотрансфераз, это сопровождается клиническим рецидивом болезни. Длительное повышение активности аминотрансфераз или увеличение её в поздние сроки болезни может означать развитие печеночного некроза. Незначительное длительное увеличение ферментативной активности в части случаев свидетельствует о хронизации процесса (хронический гепатит, цирроз).
ACT в высоких концентрациях присутствует в клетках сердечной и скелетных мышц, печени, почках и эритроцитах. Поражение любого из этих органов и тканей может привести к существенному повышению ACT в сыворотке крови. Активность фермента в эритроцитах незначительна и составляет, поэтому слабый гемолиз существенно не влияет на величину активности фермента сыворотки. Наиболее резкие изменения ACT наблюдаются при поражении сердечной мышцы. Повышение активности АСТ и ЛДГ наблюдается при таких формах инфаркта миокарда, которые не диагностируются электрокардиографически. При остром инфаркте её активность ACT повышается у 93-98% больных и является достоверным диагностическим тестом, также повышение имеет такую же динамику, как и КК-МВ, но степень увеличения активности ACT несколько меньшая, чем у КК и ЛДГ. Отношение показателей активности КК/АСТ имеет высокую диагностическую значимость при дифференциальной диагностике инфаркта миокарда и поражения скелетных мышц: отношение КК/АСТ около 27 (13-56) свидетельствует о поражение скелетной мускулатуры, около 5 (2-9) – о патологии кардиомиоцитов. Увеличение активности обычно начинается через 6-12 ч, затем после возникновения инфаркта миокарда, достигает максимума 24-48 ч, затем постепенно падает, возвращаясь к норме через 4-5 дней. Считается, что между размерами очага инфаркта и активностью ACT в сыворотке имеет зависимость: некроз площадью 1,5x1,5 см даёт существенное повышение активности ACT в сыворотке. Если в течение нескольких дней не происходит нормализация активности фермента, это свидетельствует о расширении зоны инфаркта. 

Причины повышения ACT в сыворотке крови.
	Артефактные 
	 Гемолиз эритроцитов

 Существенная задержка отделения эритроцитов от
 сыворотки

	Физиологические 
	 У новорождённых активность примерно в 1,5 раза выше, чем у взрослых

	Значительное 
повышение 
	 Недостаточность кровообращения при шоке и гипоксии
 Инфаркт миокарда

 Острый вирусный или токсический гепатит

	Умеренное 
повышение
	 Цирроз печени (может быть нормальным или повышен в 2-3 раза)

 Механическая желтуха

 Метастазы опухоли в печень

 Поражение скелетной мускулатуры (прогрессирующая мышечная дистрофия, разможение мышц)

 После травмы или оперативного вмешательства
 Выраженный внутрисосудистый гемолиз

 Панкреатит

 Дерматомиозит

	
	


Отношение АСТ/АЛТ называется коэффициентом Де Pumuc. В норме он составляет 0,6-0,8. При вирусных гепатитах его значение варьируют от 0,2-0,5. В разгар болезни, при высоких значениях активности того или другого фермента, коэффициент Де Ритис может резко подняться до 1,0 и выше. Это плохой прогностический признак, свидетельствующий о наступлении дистрофии печени. Значение коэффициента Де Ритис выше 1,0 часто наблюдается при обтурационных желтухах, холециститах, гепатохолециститах, циррозах, когда абсолютные значения активности ACT и АЛТ невелики. При хронических заболеваниях, особенно пожилом возрасте он, как правило, выше единицы. 

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
Инструкция по применению набора реагентов для определения активности  аланинаминотрансферазы в сыворотке крови методом Райтмана-Френкеля.
Принцип метода

L-аланин + α-кетоглутарат ← АЛТ → пируват + L-глутамат

Количество образовавшегося в ходе ферментативной реакции пирувата определяется на основе его реакции с 2,4-динитрофенилгидразином (2,4-ДНФГ), результатом которой является окрашенный комплекс, имеющий максимум поглощения при длине волны 537 нм
Анализируемые пробы

Сыворотка крови без гемолиза. Сыворотку следует отделить от форменных элементов крови не позднее, чем через 1 час после забора крови. Исследование должно быть проведено в день забора образца, так как активность АЛТ снижается независимо от температуры хранения.
Оборудование, материалы и реагенты:

- спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, длина волны 405 нм, кювета с длиной

оптического пути 1 см;

- секундомер;

- пипетки, позволяющие отбирать объемы 25 и 1000 мкл;

- коническая колба вместимостью 100 мл;

- вода дистиллированная;

-  Буфер, рН 7,5 при 37°С

- Раствор НАДН:

Подготовка реагентов для анализа:

Смешать буфер и раствор НАДН в соотношении 9:1. Рабочий реагент стабилен не менее 21 дня при температуре хранения 2-8°С в герметично закрытом флаконе.
Проведение анализа
Непосредственно перед проведением анализа нагреть рабочий реагент до 37°С.

λ = 340 нм. d = 1 см. Температура измерения 37°С. Измерение против воздуха.

Внести в кювету Макроанализ, мл      Полумикроанализ, мл                         Микроанализ, мл

Рабочий реагент              2,0                                  1,0                                                           0,5

Сыворотка крови            0,2                                   0,1                                                          0,05

Смешать и инкубировать при 37°С в течение 1 минуты. Измерить ΔЕ/мин в течение 3-х минут.

Вычислить среднее значение ΔЕ/мин. Если значение ΔЕ/мин превышает величину 0,110 А/

мин развести исследуемый образец физиологическим раствором, повторить анализ, а результат умножить на степень разведения.
Расчеты

МЕ/л = 1746 ×ΔЕ/мин.
Референтные пределы:

Мужчины до 40 МЕ/л

Женщины до 31МЕ/л
Клинико-диагностическое значение

Значительное повышение активности АЛТ (в два раза выше нормы и более) развивается при некрозе печеночных клеток любого происхождения, тяжелом шоке, правосердечной недостаточности, острой аноксии, обширной травме печени. Подъем активности имеет место также при циррозе печени, механической желтухе, опухоли печени, обширном инфаркте миокарда, миокардите, миозите, мышечной дистрофии. Иногда активность увеличивается при гемолитической болезни, преэклампсии, умеренной мышечной травме, жировой печени, хроническом алкоголизме, тяжелых ожогах, выраженном панкреатите.

Значительное повышение активности ACT развивается при гепатитах вирусного происхождения. Подъем активности имеет место также при некрозе клеток печени или их повреждении любой этиологии, включая холестатическую и обструктивную желтуху, хронические гепатиты, лекарственное повреждение печени, алкогольный гепатит (обычно ACT более АЛТ), вирусные и хронические гепатиты (АЛТ более ACT в большинстве случаев, плохой прогноз при ACT более АЛТ); метастазах в печень и гепатомах, инфекционном мононуклеозе, некрозе или травме сердечной или скелетной мышцы, воспалительных заболеваниях скелетной или сердечной мышцы, после острого инфаркта миокарда (ACT более АЛТ), тяжелой физической нагрузке, сердечной недостаточности, тяжелых ожогах, тепловом ударе, гипотиреозе (40—90% случаев), обструкции кишечника, молочнокислом ацидозе, злокачественной гипотермии, посткомиссуротомном синдроме, ревматической полимиалгии, тифоидной лихорадке, большой талассемии, токсическом шоке.

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 82-86
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94
Практическое занятие №11: Определение активности гаммаглутамилтрансферазы (ГГТФ) в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

4. Общие свойства ферментов: термолабильность, рН-зависимость, специфичность действия.

5. Зависимость между концентрацией субстрата и скоростью ферментативных реакций. Понятие о константе Михаэлиса.

3. Фермент-субстратные комплексы.

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия.
6. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Гамма-глутамилтрансфераза (К.Ф.2.3.2.2. γ-глутамилтранспептидаза) катализирует перенос γ-глутамильного остатка глутаминовой кислоты на акцепторный пептид или L-аминокислоту. Гамма-глутамилтрансфераза – мембранносвязанный фермент, который встречается во многих органах, однако, наибольшая его удельная активность обнаруживается в почках, печени, поджелудочной железе, селезёнке и тонком кишечнике. В ткани простаты высокое содержание ГГТ, поэтому у мужчин в норме активность ГГТ примерно на 50% выше, чем у женщин. Фермент предпочтительно расположен на клеточной мембране и может выполнять функцию переносчика аминокислот и пептидов в клетки.

Как фермент холестаза при механической желтухе, холангите, холецистите ГГТ повышается раньше и удерживается повышенным дольше, чем ЩФ. Самые высокие цифры сывороточной активности ГГТ отмечаются при алкогольном поражении печени. Тест используется в наркологии для оценки эффективности лечебных мероприятий по выведению больного из алкогольного делирия.

Активность ГГТ увеличивается при остром инфаркте миокарда, пик её достигается примерно к 10 дню и сохраняется повышенной около месяца. Незначительный подъём наблюдается при острых панкреатитах. Опухоли головки поджелудочной железы дают значительное увеличение ГГТ, но это связано с явлениями холестаза. На активность ГГТ в сыворотке крови большое влияние оказывают сопутствующие заболевания. Например, сочетание вирусного гепатита и сахарного диабета дает резкое увеличение активности.
Причины повышения ГГТ в сыворотке крови
	Превышение нормы более 10 раз
	•
Алкогольное поражение печени

•
Холестаз

·
Рак поджелудочной железы с обструкцией

желчного протока

	Превышение нормы 

в 5-10 раз
	•
Гепатит (острый и хронический)

•
Цирроз печени (без холестаза)

•
Другие заболевания печени

•
Панкреатит

	Превышение нормы менее 5 раз
	•
Алкоголизм

·
Ятрогенные отравления (фенобарбитал, фенитоин)

•
Застойная сердечная недостаточность


2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
ИНСТРУКЦИЯ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ГАММА - ГЛУТАМИЛТРАНСФЕРАЗЫ В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ 
Принцип метода

Гамма-глутамилтрансфераза катализирует реакцию переноса глутаминовой кислоты на акцепторы, подобные глицин-глицину с образованием 5-амино-2-нитро-бензоата, скорость образования которого прямо пропорциональна активности гамма-глутамилтрансферазы и измеряется фотометрически при длине волны 405 нм.

Нормальные величины активности гама-глутамилтрансферазы составляют в сыворотке и плазме крови от 5 до 50 Е/л. 

Анализируемые пробы

Сыворотка и гепаринизированная или ЭДТА плазма крови.

Меры предосторожности при работе с набором

Меры предосторожности – соблюдение "Правил устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы Министерства здравоохранения СССР" (Москва, 1981 г.).

При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки, так как образцы крови человека следует рассматривать как потенциально инфицированные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции.

Оборудование, материалы и реагенты:

- Спектрофотометр, программируемый фотометр или биохимический анализатор, длина волны 405 нм, термостатируемая кювета с длиной оптического пути 1,0 см;

- секундомер;

- цилиндр мерный вместимостью 10 мл;

- вода дистиллированная;

- 0,9% раствор натрия хлористого (физиологический раствор);

- перчатки резиновые или пластиковые.

Подготовка реагентов для анализа

Приготовление раствора реагента

К содержимому одного флакона с Реагентом добавить 10 мл дистиллированной воды, растворить при перемешивании.

Раствор реагента можно хранить при температуре (2-8)о С в темном месте в плотно закрытом флаконе не более 10 суток или при комнатной температуре (18-25)о С не более 2 суток.

Проведение анализа
Перед проведением анализа раствор реагента следует выдержать при температуре (37 ± 1)о С в течение 5 мин.
Компоненты и анализируемые пробы отмерить в количествах, указанных в таблице.









Таблица 

	Отмерить, мл
	Опытная проба

	Раствор реагента
	1,0

	Сыворотка (плазма) крови
	0,05


Примечание.  При  использовании кюветы меньшего объема расход реагента может быть уменьшен при сохранении указанных выше соотношений.

Перемешать, инкубировать при температуре (37 ± 1)о С в течение 1 мин. Измерить оптическую плотность пробы (Е) против воздуха при длине волны 405 нм в кювете с длиной оптического пути 1,0 см. Измерение оптической плотности повторить с интервалом 1 мин в течение 3 мин.

Расчеты

Рассчитать среднее значение ΔЕ/мин.

Определить активность ГГТ по формуле:

А = ΔЕ/мин × F,

где   А          - активность гамма-глутамилтрансферазы, Е/л;

        ΔЕ/мин - изменение оптической плотности пробы за одну минуту, ед. опт. плотн.; 

         F          - фактор пересчета для выражения активности гамма-глутамилтрансферазы, 

  Е/л (указывается в паспорте на набор).


Примечание. 1 Е/л = 16,67 нмоль/л/(с × л) 

При активности гамма-глутамилтрансферазы выше 250 Е/л пробу следует развести физиологическим раствором и полученный результат умножить на разведение.

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 87-89
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94

Практическое занятие №12: Определение активности креатинкиназы (КК) в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Природа и свойства ферментов. Ферменты простые и сложные, типы коферментов.

2. Номенклатура и классификация ферментов.

3.  Кофакторы ферментов и их роль в катализе. Витамины - как предшественники коферментов. Гиповитаминозы, их причины и проявления. Список понятий для усвоения темы

4. Ингибиторы ферментов, обратимые и необратимые, механизмы действия.

5. Специфичность действия ферментов.

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия, кофакторы.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 
Креатинкиназа или креатинфосфокиназа (К.Ф. 2.7.3.2.) катализирует обратимую реакцию фосфорилирования креатина. КК является димером, состоящим из двух субъединиц: В (brain - мозговая) и М (muscle - мышечная).

Креатинкиназа образует три изофермента: КК-ВВ (КК-1) - мозговой, КК-МВ (КК-2) - сердечный, КК-ММ (КК-3) - мышечный.

КК-ВВ присутствует в значительных количествах в мозге, простате, желудке, легких, мочевом пузыре, уретре, плаценте, щитовидной железе. КК-МВ в основном находится в сердечной мышце и в небольшом количестве в скелетных мышцах. КК-ММ присутствует в основном в клетках скелетных и сердечной мышц. Активность КК-ММ в сыворотке крови составляет 94-96% от общей активности КК, КК-МВ - 4-6%, КК-ВВ - следы или не определяется. Все три изофермента обнаружены в цитозоле клеток или связаны с миофибриллами.

Общая КК повышается при многих заболеваниях: травмы, операции, инфаркт миокарда, уменьшение кровоснабжения мышц, миопатии, дерматомиозит, мышечные дистрофии, миокардиты, отравления, сопровождающиеся комой, гипотиреоз, инфекционные болезни (брюшной тиф). Иногда небольшое увеличение отмечается при артритах, застойной сердечной недостаточности, тахикардии, эмболии легочной артерии.

Креатинкиназа сердечной мышцы содержит значительно больше изофермента КК-МВ (примерно 30%), чем скелетные мышцы (менее 1%). При инфаркте миокарда регистрируемое повышение активности КК наблюдается в первые 3-6 ч после ангинозного приступа. Однако, определение ее активности ранее 8 ч дает положительные результаты в 31% случаев. Активность КК является достоверным тестом инфаркта миокарда, начиная с 8-10 ч после начала болевого приступа. Максимальный уровень ее достигается в течение 24 ч и даже при обширном инфаркте активность КК может возвратиться к норме в течение последующих 48 ч. Относительное повышение активности КК при инфаркте миокарда выше, чем других ферментов. Наиболее информативно исследование активности КК в динамике - каждые 4-6 ч в течение суток. При инфаркте миокарда значительно увеличивается КК-МВ. Помимо инфаркта миокарда КК-МВ может возрастать при миокардитах, стенокардии, затяжной аритмии, шоке, тяжелых отравлениях.

КК-ВВ в сыворотке крови незначительно повышается при некоторых формах рака (легкого, кишечника, мочевого пузыря, предстательной железы), травме сердечной мышцы, заболеваниях соединительной ткани. При родах КК-ВВ может увеличиваться в сыворотке до 6 раз (источниками являются плацента и матка). У новорожденных при родовой травме мозга повышена активность КК-ВВ в сыворотке.

Активность КК в сыворотке, как правило, имеет обратную зависимость с тиреоидной функцией щитовидной железы. Около 60% больных гипотиреозом имеют уровень КК выше нормы с превышением верхней границы в среднем в 5 раз. В то же время у больных с гипертиреозом имеется тенденция к низким значениям активности КК в сыворотке.

Причины повышения активности креатинкиназы плазмы
	Превышение верхнего предела нормы более чем в 10 раз
	•
Инфаркт миокарда

•
Острый некроз скелетных мышц

•
Злокачественная гиперпирексия

	Превышение верхнего предела нормы в 5-10 раз
	•
Последствия хирургического вмешательства
•
Травма скелетных мышц

•
Тяжелая физическая нагрузка

•
Эпилепсия

·  Миозит

•
Мышечная дистрофия

	Превышение верхнего предела нормы менее чем в 5 раз
	•
Физиологическое (у новорожденных)
•
Гипотериоз


2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
ИНСТРУКЦИЯ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ КРЕАТИНКИНАЗЫ В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ 
Принцип метода Фермент креатинкиназа (аденозин трифосфат: креатинин N-фосфотрансфераза; КК) катализирует превращение креатининфосфата и АДФ в креатин и АТФ. АТФ и глюкоза под действием гексокиназы превращаются в глюкозо-6-фосфат и АДФ. Глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа окисляет глюкозо-6-фосфат в 6-фосфоглюконат, при этом NADP восстанавливается в NADPH. Скорость превращения NADP в NADPH, измеренная при 340 нм, пропорциональна активности КК. N-ацетилцистеин (NAC) добавлен как активатор КК.

Нормальные величины активности общей креатинкиназы в сыворотке крови человека составляют у мужчин: 24 – 204 Ед/л, у женщин 24 – 173 Ед/л.

Рекомендуется в каждой лаборатории установить свой диапазон нормальных величин.
Анализируемые пробы

Сыворотка крови без гемолиза. Сыворотку следует отделить от форменных элементов крови

не позднее, чем через 1 час после забора крови. Активность КК в сыворотке не стабильна и

быстро уменьшается при хранении. КК инактивируется как от воздействия света, так и от

увеличения рН вследствие потери оксида углерода.

Меры предосторожности при работе с набором

Реагенты R1 и R2 содержат имидазол. Не допускать попадания на кожу и слизистые. Не пипетировать ртом; при проглатывании следует выпить 0,5 л теплой воды и вызвать рвоту.

При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки, т.к. образцы крови человека следует рассматривать как потенциально инфицированные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции.

Оборудование, материалы и реагенты:

- спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, длина волны 340 нм, кювета с длиной оптического пути 1 см;

- секундомер;

- пипетки, позволяющие отбирать объемы 40 и 1000 мкл;

- коническая колба вместимостью 100 мл;

- вода дистиллированная;

- 0,9% раствор NaCl (физиологический раствор).

Подготовка реагентов для анализа

Приготовление рабочего реагента: смешать в конической колбе, вместимостью 100 мл, 4

объема реагента R1 и 1 объем реагента R2. Тщательно закрыть флаконы с реагентами R1 и R2 непосредственно после каждого использования.

Рабочий реагент стабилен в течение 30дней при хранении в защищенном от света месте при

температуре 2-8 оС.

Проведение анализа
Рабочий реагент: 1000 мкл

Пробирки с рабочим реагентом необходимо предварительно прогреть в течение 5 минут при

37 оС.

Проба 40 мкл

Смешайте и инкубируйте в течение 60 секунд при 37 оС, затем измерьте оптическую плотность 3 раза с интервалом в 1 минуту. Рассчитайте изменение оптической плотности за 1

минуту (ΔОП/мин)

Расчеты

Активность общей креатинкиназы определить по формуле:

A =ΔОП / мин * 4127 , где

А – активность общей креатинкиназы, Ед/л;

ΔОП/мин – изменение оптической плотности пробы за одну минуту, ед. опт. пл.;

4127 – фактор пересчета для выражения активности общей креатинкиназы в Ед/л (указывается в паспорте на набор)

Примечание: 1Ед/л х 0,0167 = мкКат/л

Если ΔОП/мин больше или равно 0,250, разведите образец 1+9 физиологическим раствором

для повторного разведения, а результат умножьте на 10.

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 90-94
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94

Практическое занятие №13: Определение активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в сыворотке крови. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  
- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
Вопросы для подготовки к занятию

1. Природа и свойства ферментов. Ферменты простые и сложные, типы коферментов.

2. Номенклатура и классификация ферментов.

3.  Кофакторы ферментов и их роль в катализе. Витамины – как предшественники коферментов. Гиповитаминозы, их причины и проявления. 
4. Ингибиторы ферментов, обратимые и необратимые, механизмы действия.

5. Специфичность действия ферментов.

6. Методика определения активности креатинкиназы в сыворотке крови.

Список понятий для усвоения темы

 Ферменты ферментативный катализ, каталитический центр, апофермент, фермент-субстратный комплекс, изоферменты, ингибиторы, активаторы, коферменты, констата Михаэлиса, термолабильность, специфичность действия, кофакторы.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Лактатдегидрогеназа (К.Ф. 1.1.1.27) катализирует обратимое восстановление пировиноградной кислоты в молочную кислоту.
ЛДГ состоит из двух субъединиц - М (muscle - мышечная) и Н (heart -сердечная). В сыворотке присутствует 5 изоферментов, различающиеся составом субъединиц. В порядке снижения их форетической подвижности к аноду их обозначают как ЛДГ-1 (НННН; Н4), ЛДГ-2 (НННМ; Н3М), ЛДГ-3 (ННММ; Н2М2), ЛДГ-4 (НМММ; Н1М3), ЛДГ-5 (ММММ; М4).

ЛДГ присутствует во всех клетках организма, это цитозольный фермент. В печени, сердце, почках, скелетной мышце и эритроцитах активность ЛДГ более чем в 500 раз выше, чем в сыворотке, поэтому повреждение любого из этих органов сопровождается увеличением ЛДГ в сыворотке. Значительное увеличение сывороточной активности ЛДГ наблюдается при мегалобластной и пернициозной анемиях, обширном карциноматозе, вирусных гепатитах, шоке, гипоксии. Циррозы, обтурационные желтухи, различные заболевания почек и скелетных мышц, застойная сердечная недостаточность дают средние цифры активности. Незначительное повышение фермента отмечается при любых повреждениях клеток, сопровождающихся увеличением проницаемости мембран, инфаркте миокарда и легкого, лейкозах, гемолитических анемиях, хронических гепатитах, лимфомах. Таким образом, общая активность ЛДГ в сыворотке крови не является специфическим тестом для определенной патологии. Необходимо разделять изоферменты ЛДГ и, затем оценивать вклад каждого в общую активность, т.к. они органоспецифичны.

ЛДГ-1 присутствует в высоких концентрациях в сердце, почках, мозге, много ЛДГ-1 в эритроцитах. Поэтому недопустим гемолиз при определении активности ЛДГ. По разным данным содержание ЛДГ-1 в сыворотке крови в норме составляет 19-25% общей активности ЛДГ.

При диагностике инфаркта миокарда увеличение активности ЛДГ является достоверным тестом в сроки от 12 до 32 часов после болевого приступа. Она остается повышенной в течение 8-14 дней. Однократное исследование ЛДГ-1 обладает клинической специфичностью в отношении инфаркта миокарда в 66% случаев, а определение ее в динамике (через каждые 4-6 часов в течение суток) в 86%. Если в сроки от 8 до 24 часов после приступа ангиозных болей нет нарастания активности ЛДГ (а также, КК-МВ и ACT), то нет и инфаркта. Наблюдается зависимость между уровнем ЛДГ и обширностью инфаркта. В некоторых случаях дополнительную информацию дает коэффициент ЛДГ-1/ЛДГ-2, который в норме составляет 0,6-0,7. При остром инфаркте миокарда он становится выше 1,0 и возвращается к норме через 2-3 недели.

В норме ЛДГ-2 составляет 23-37%, ЛДГ-3 17-25%, ЛДГ-4 8-17% от общей сывороточной активности ЛДГ. Активность этих изоферментов повышается при массивном разрушении тромбоцитов (эмболия легочной артерии, массивные гемотрансфузии) и вовлечении в патологический процесс лимфатической системы. При нелимфоцитарных лейкозах увеличивается активность ЛДГ-3 и ЛДГ-4, причем степень увеличения зависит от количества незрелых клеток. Увеличение ЛДГ-3 иногда наблюдается при острых панкреатитах.

Содержание ЛДГ-5 в сыворотке крови в норме составляет 8-18% от общей активности. Наиболее богаты им скелетные мышцы, печень, кожа, слизистые оболочки, а также клетки некоторых злокачественных опухолей. Значительное увеличение содержания ЛДГ-5 отмечается при травмах, воспалительных и дегенеративных заболеваниях мышц и многих болезнях печени (гепатиты, циррозы и др.). Онкологические заболевания (лимфолейкозы) могут сопровождаться увеличением ЛДГ-5.

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ ЗАНЯТИЯ
ИНСТРУКЦИЯ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЛДГ В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ 
Принцип метода Фермент лактатдегидрогеназа (ЕС 1.1.1.27. L-лактат: НАД+ оксидоредуктаза; ЛДГ) катализирует превращение пирувата в лактат в присутствии НАДН, который переходит в НАД+. Скорость превращения НАДН в НАД+, измеренная при 340 нм, пропорциональна активности ЛДГ.
Нормальные величины активности активности лактатдегидрогеназы в сыворотке крови человека составляют 225 – 450 Ед/л.

Рекомендуется в каждой лаборатории установить свой диапазон нормальных величин.
Анализируемые пробы

Сыворотка крови без гемолиза. Плазма с гепарином или ЭДТА. Сыворотку и плазму следует

отделить от форменных элементов крови не позднее, чем через 1 час после забора крови.
Меры предосторожности при работе с набором

Реагенты R1 и R2 содержат азид натрия. Не допускать попадания на кожу и слизистые. Не пипетировать ртом; при проглатывании следует выпить 0,5 л теплой воды и вызвать рвоту. При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки, т.к. образцы крови человека следует рассматривать как потенциально инфицированные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции.
Оборудование, материалы и реагенты:

- спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, длина волны 340 нм, кювета с длиной оптического пути 1 см;

- секундомер;

- пипетки, позволяющие отбирать объемы 10 и 1000 мкл;

- коническая колба вместимостью 100 мл;

- вода дистиллированная;

- 0,9% раствор NaCl (физиологический раствор).

Подготовка реагентов для анализа

Приготовление рабочего реагента: смешать в конической колбе, вместимостью 100 мл, 4 объема реагента R1 и 1 объем реагента R2. Тщательно закрыть флаконы с реагентами R1 и R2 непосредственно после каждого использования.
Рабочий реагент стабилен в течение 30дней при хранении в защищенном от света месте при температуре 2-8 оС.

Проведение анализа
Рабочий реагент: 1000 мкл

Пробирки с рабочим реагентом необходимо предварительно прогреть в течение 5 минут при 37 оС.

Проба 40 мкл

Смешайте и инкубируйте в течение 60 секунд при 37 оС, затем измерьте оптическую плотность 3 раза с интервалом в 1 минуту. Рассчитайте изменение оптической плотности за 1

минуту (ΔОП/мин)

Расчеты

Активность лактатдегидрогеназы определить по формуле:

A =ΔОП / мин * 16030 , где

А – активность лактатдегидрогеназы, Ед/л;

ΔОП/мин – изменение оптической плотности пробы за одну минуту, ед. опт. пл.;

16030 – фактор пересчета для выражения активности лактатдегидрогеназы в Ед/л (указывается в паспорте на набор)

Примечание: 1Ед/л х 0,0167 = мкКат/л

Выполнить задания в тетрадях для самостоятельной работы 

Литература:

1.  Практика лабораторных биохимических исследований: учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 94-99 (выполнить тест-контроль стр. 107-115)
2. Теория лабораторных биохимических исследований (основы биохимии): учебное пособие. Пустовалова Л.М. – Ростов н/Д.: Феникс, 2014 – стр. 77-94

Практическое занятие №14: Семестровое зачетное занятие, тестирование, демонстрация практических навыков. 

Формируемые профессиональные компетенции: 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

Учебные цели (знать, уметь, иметь практический опыт): см. МАТРИЦУ КОМПЕТЕНЦИЙ

	Знать
	Уметь
	Иметь практический опыт

	1-6
	1-5
	1


Воспитательные цель  

- Развивать познавательную активность и логическое мышление студентов; 

- Развивать умение анализировать и делать выводы; 

- Продолжить формирование навыков работы с биологическим материалом и лабораторной посудой; 

- Развивать клиническое мышление, вооружающее будущего специалиста методологическими установками для решения различных профессиональных задач. 

- способствовать формированию общих и профессиональных компетенций. (ОК 1, 12, 13, 14) 

Развивающая цель Формирование навыков самообразования, самореализации личности и развитие речи, мышления, памяти (ОК 1, 2, 3) 
Межпредметные связи ОПД. 03 Химия, ОПД. 16 Физико-химические методы исследования и техника лабораторных работ, ОПД . 02 Анатомия, ОГСЭ. 08 Биоэтика.
1. Примерные вопросы для подготовки к итоговому занятию

· Дайте определение углеводам и перечислите их функции.

· В чем различия структуры амилозы и амилопектина?

· Что такое полисахариды, гетерополисахариды, гомополисахариды?

· Какой из Сахаров не обладает восстанавливающими свойствами?

· Назовите запасные углеводы организма и растений.

· Перечислите полисахариды, которые не усваиваются человеком.
· Что такое ферменты?

· В чем сходство ферментов и неорганических катализаторов? 

· Чем сложный фермент отличается от простого фермента? 

· Что такое кофактор фермента? 

· Чем коферменты отличаются от простетических групп? Приведите примеры.

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

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

·   Какова зависимость активности фермента от температуры?

· Как активность фермента зависит от рН среды?

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

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

·   Что такое максимальная скорость ферментативной реакции?

· Что такое константа Михаэлиса? Что она характеризует?

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

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

· Дайте понятие об изоферментах.

·   Назовите основные отличия изоферментов друг от друга.

·   Какое значение имеют изоферменты в медицине?

·   Дайте понятие об активаторах и ингибиторах ферментов.

· Дайте сравнительную характеристику обратимого и необратимого ингибирования.

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

·   Что такое конкурентное ингибирование?

· Дайте понятие о неконкурентных ингибиторах и механизме их действия.

·   Приведите примеры конкурентных ингибиторов.

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

·   Какие вещества могут выступать в роли аллостерических регуляторов?

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

·   Что такое энзимопатии? 

· Определение и классификация углеводов.

· Какие вещества называются липидами?
· По какому признаку липиды делятся на омыляемые и не омыляемые?
· Что называют белками? Аминокислотами? 

·  Перечислите функции белков, ами​нокислот в организме человека.

2. Выберите 1 вариант правильного ответа

1. Изоэлектрическая точка это

  а) рН среды, при которой белок утрачивает заряд и становится неподвижным

  б) рН среды, при которой белок становится подвижным

  в) суммарный заряд положительных ионов белка

  г) суммарный заряд отрицательных ионов

 

 2. Денатурация белка приводит к

  а) разрушению третичной и вторичной структуры

  б) выпадению его в осадок

  в) утрате функций

  г) разрушению третичной и вторичной структуры, выпадению  в осадок, утрате

      функций

 

3. Сыворотка от плазмы отличается

  а) наличием фибриногена

  б) отсутствием фибриногена

  в) наличием альбумина

  г) отсутствием альбумина

 

4. К факторам, удерживающим белок в растворённом состоянии, относятся

  а) большая молекулярная масса и структура

  б) заряд белковой молекулы и гидратная оболочка

  в) термолабильность и гидрофильность

  г) амфотерность  и термолабильность

 

5. Место взаимодействия фермента и субстрата называется

  а) аллостерический центр

  б) активный центр

  в) апофермент

  г) кофермент

 

6. К оптимальным условиям протекания ферментативной реакции не относится

  а) наличие ингибитора, отсутствие активатора

  б) температура 37ºC, насыщенность фермента субстратом

  в) соответствующая рН среды, время

  г) наличие активатора и отсутствие ингибитора

 

7. Перестальтику кишечника регулирует

  а)  крахмал

  б) клетчатка

  в) гликоген

  г) аминосахара

 

8.  Липиды - это

  а) органические гидрофобные соединения различной структуры

  б)  кетоны многоатомных спиртов

  в) азотсодержащие органические полимеры

  г) длинноцепочечные органические кислоты

9. Депонированной формой углеводов у животных является

а) глюкозо-6-фосфат

б) гликоген

в) пируват

г) олигосахариды

10.Изоэлектрическая точка это

  а) рН среды, при которой белок утрачивает заряд и становится неподвижным

  б) рН среды, при которой белок становится подвижным

  в) суммарный заряд положительных ионов белка

  г) суммарный заряд отрицательных ионов

11. Денатурация белка приводит к

  а) разрушению третичной и вторичной структуры

  б) выпадению его в осадок

  в) утрате функций

  г) разрушению третичной и вторичной структуры, выпадению  в осадок, утрате

      функций
12. Активность АЛТ в сыворотке крови увеличивается при желтухе

а) механической

б) паренхиматозной

в) гемолитической

г) всё перечисленное

 
13. АЛТ и АСТ катализируют реакции

а) гидролиза

б) переноса аминогрупп

в) внутримолекулярных превращений

г) синтеза

23. При холестазе наиболее информативно определение

а) креатинкиназы

б) аминотрансферазы

в) ЩФ

г) ЛДГ

14. Активность ферментов, выраженная в международных единицах – это

а) моль/час/л

б) моль/сек/дл

в) мкмоль/мин/л

г) мкмоль/час/л

15. К ненасыщенным жирным кислотам не относятся

       а)  олеиновая

       б)   линолевая

       в)   линоленовая

       г)  стеариновая

 16. Реакция омыления – это процесс

   а)  щелочного гидролиза с образованием солей жирных кислот

   б)  окисления липидов с образованием жирных кислот

   в)  этерификации с образованием триглицеридов

   г)  ферментативного гидролиза липидов пищи в ЖКТ

17. Обязательным элементом всех белков является:
а) фосфор
б) кальций
в) азот
г) натрий
18.  Пептидные связи в белках обнаруживают реакцией:
а) биуретовой
б) нингидриновой
в) высаливания
г) осаждения кипячением
19. Белок в изоэлектрической точке:
а) движется к аноду
б) движется к катоду
в) неподвижен
г) коагулируется
20. К свойствам белков относится:
а) коллоидность
б) амфотерность
в) высокомолекулярность
г) всё перечисленное
21. Реакция на выявление циклических аминокислот:
а) нингидриновая
б) Фоля
в) ксантопротеиновая
г) высаливание
22. Реакция на аминокислоту триптофан:
а) Фоля
б) Адамкевича
в) биуретовая
г) ксантопротеиновая
23. Четвертичная структура белка представляет собой:
а) последовательную цепь аминокислот
б) альфа-спираль
в) бета-структуру
г) пространственную укладку субъедениц с различными структурами
24. Нейтральные жиры - это:
а) сложные эфиры глицерола и жирных кислот
б) сложные эфиры одноатомных спиртов и жирных кислот 
в) сложные липиды, содержащие остатки моносахаров
г) производные карбоновых кислот
25. Холестерин является:
а) предшественником витамина D
б) предшественником стероидных гормонов
в) предшественником желчных кислот
г) всё выше перечисленное подходит
26. Ланолин относится к:
а) нейтральным жирам
б) воскам
в) стеридам
г) фосфолипидам
27. Воска выполняют в основном функцию:
а) энергетическую
б) каталитическую
в) регуляторную
г) защитную
28. В состав гликолипидов не входит:
а) спирт сфингозин
б) фосфорная кислота
в) жирные кислоты
г) сиаловые кислоты 
29. Триглицериды- это:
а) многоатомные спирты
б) эфиры спирта глицерина и жирных кислот
в) эфиры спирта сфингозина и жирных кислот
г) эфиры спирта глицерина и жирных кислот с остатками фосфорной  кислоты
30. Фосфолипиды - это:
а) сложные липиды, содержащие углеводы
б) сложные липиды, содержащие фосфор
в) простые липиды
г) сложные липиды, содержащие белок
3. Примерные ситуационные задачи

Задача 1
Пациенту назначено исследование ферментов: АлТ, АсТ, ЛДГ, кислой фосфатазы (КФ). Сыворотка оказалась гемолизированной.


Задания:
1. Дайте общую характеристику ферментов.

2. Расскажите особенности подготовки биологического материала для ферментативных исследований.

3. Перечислите источники аналитических ошибок при определении активности ферментов и сделайте вывод о пригодности данной сыворотки для исследований.

4. Расскажите принцип определения АЛТ методом Райтмана - Френкеля по конечной точке.

Задача 2

В инструкции к биохимическому набору для определения ЛДГ указано, что линейность метода сохраняется до 1200 U/л. Определяемая вами активность ЛДГ превышает эту величину. 

Задания:

1. Дайте характеристику лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и её изоферментов.
2. Расскажите о клинико-диагностическом значении определения ЛДГ и её изоферментов.
3. Дайте понятие термину «линейность».
4. Объясните, что надо предпринять, если активность измеряемого образца превышает параметры линейности.
Задача 3
Больному Ф. с подозрением на опухоль простаты исследовали активность кислой фосфатазы (КФ) и её простатического изофермента. Результаты исследования следующие: общая активность КФ - 368 нмоль/(с •л), тартратстабильная фракция КФ – 147 нмоль/(с•л)
Задания:

1. Дайте характеристику ферменту КФ.
2. Объясните, на чём основано определение простатического изофермента КФ.
3. Рассчитайте активность простатического изофермента.
4. Оцените результаты исследований, применяя терминологию.
Задача 4
В инструкции к набору реактивов для определения лактатдегидрогеназы (ЛДГ) кинетическим методом указано, что калибровочный коэффициент для длины волны 340 нм равен 16030. При фотометрировании получены показатели экстинкции:
Е начальная - 0,278
Е на 1-й минуте - 0,253
Е на 2-й минуте - 0,228
Е на 3-й минуте - 0,203
Задания:

1. Расскажите принцип метода определения ЛДГ кинетически.
2. Объясните, какой тест положен в основу определения многих ферментов кинетическим методом.
3. Рассчитайте активность ЛДГ.
4. Оцените результат исследования, применяя терминологию.
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