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ЗАНЯТТЯ 1 (2 години)
Тема: Обмін білків. Перетравлення білків у шлунково-кишковому тракті. Механізми всмоктування амінокислот. Гниття білків у кишечнику. Біохімічний аналіз шлункового соку.  
Актуальність. Обмін білків посідає провідне місце в різноманітних перетвореннях речовин, характерних для всіх живих організмів. Його вив-чення є вельми необхідним для з’ясування особливостей біосинтезу та катаболізму білків, оволодіння тонкими молекулярними механізмами розвитку та протікання патологічних процесів. Білки виконують в організмі ряд функцій: пластичну, каталітичну, транспортну, скорочувальну, рецепторну, регуляторну, енергетичну та ін. Білки і амінокислоти беруть безпосередню участь у біосинтезі біологічно активних речовин: гормонів, медіаторів, біогенних амінів та ін. За харчовою цінністю білки поділяються на повноцінні, що містять усі незамінні амінокислоти, та неповноцінні, в яких відсутня хоча б одна незамінна амінокислота. Білки їжі не утилізуються організмом без попереднього розщеплення в шлунково-кишковому тракті. Біологічний сенс їх перетравлення полягає у втраті видової та тканинної специфічності та перетворенні на імунологічно індиферентні амінокислоти, що використовуються надалі для потреб організму. Повного розщеплення харчових білків під дією травних ферментів шлунка і тонкого кишечника найчастіше не відбувається. Недорозщеплені пептиди та амінокислоти, що не всмокталися в тонкому кишечнику, потрапляють до товстого кишечника, де підпадають під дію ферментних систем мікрофлори; при цьому утворюються токсичні (фенол, крезол, індол та ін.) і нетоксичні (спирти, оксикислоти, жирні кислоти та ін.) сполуки. Перетворення амінокислот, що спричинені діяльністю мікроорганізмів товстого кишечника, називають «гниття білків». Після всмоктування токсичні речовини потрапляють до печінки, де знешкоджуються шляхом хімічного зв’язування сульфатною або глюкуроновою кислотою з утворенням нетоксичних «парних» сполук, які виділяються із сечею.
 Мета. Вивчити перетравлення харчових білків під впливом протеолітичних ферментів шлунково-кишкового тракту. Охарактеризувати специфічність дії, механізми активації і регуляції протеолітичних ферментів; роль хлоридної кислоти шлункового соку; механізми всмоктування амінокислот. Розглянути перетворення амінокислот у товстому кишечнику, засвоїти механізми знешкодження продуктів гниття амінокислот. Ознайомитися з методом кількісного визначення кислотності шлункового соку та його клініко-діагностичним значенням. 
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ 
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Роль білків у життєдіяльності організму.

2. Норми білка в харчуванні. Повноцінні та неповноцінні білки. Замінні, незамінні, умовно або частково замінні амінокислоти.

3. Біологічний сенс перетравлення білків у шлунково-кишковому тракті.

4. Основні етапи ентерального обміну білків.
5. Протеолітичні ферменти: специфічність дії, біологічний сенс утворення у неактивній формі, механізми активації та регуляції.
6. Хімічний склад шлункового соку. Роль HCl. Види кислотності шлункового соку, методи її визначення.
7. Клініко-діагностичне значення аналізу шлункового соку.

8. Фактори ризику утворення виразки та пухлин шлунка. Діагностичне значення якісного визначення молочної кислоти у шлунковому соку.

9. Механізм всмоктування амінокислот у кишечнику.

10. Хімічні перетворення амінокислот у товстому кишечнику.
11. Механізми знешкодження продуктів гниття білків у кишечнику.

12. Аміни, які утворюються у кишечнику при гнитті з діаміномонокарбонових кислот, їх знешкодження.

13. Токсичні речовини, які утворюються у кишечнику при гнитті з тирозину та фенілаланіну, їх знешкодження.
14. Токсичні речовини, які утворюються у кишечнику при гнитті з триптофану, їх знешкодження.
15. УДФГК та ФАФС: структура, роль.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Екзопептидази – це:   
	А. Пепсин, трипсин.   
В. Еластаза, колагеназа.
	D. Хімотрипсин,
     карбоксипептидази.

	С.Карбоксипептидази,   амінопептидази.
	Е. Амінопептидази, еластаза.


2. С-кінцеві амінокислоти в білках відщеплюють: 
	А. Дипептидази.    

В. Амінопептидази.
	С. Карбоксипептидази.
D. Хімотрипсин.     
	Е. Пепсин.



3. При дослідженні шлункового соку встановлено, що вміст вільної соляної кислоти знаходиться в межах норми. Які серед наведених показників (ммоль/л) є вірогідними для цього випадку.
	А. 20-40. 
	В. 10-20.
	С. 40-50.
	D. 30-50.
	Е. 5-15.


4. Гниття білків за дії мікрофлори кишечника включає такі реакції:
     А. Перетворення білків до пептидів. 

    В. Перетворення складних білків до простих.   

    С. Утворення амінокислот з білків.  
    D. Переамінування амінокислот.                

    Е. Дезамінування і декарбоксилування з утворенням токсичних продуктів.
5. N-кінцеві амінокислоти в білках відщеплюють:  
	А. Дипептидази.    

В. Амінопептидази.
	С. Карбоксипептидази.

 D. Еластаза.     
	Е.  Ендопептидази.



6. У панкреатичному соку містяться ензими: 
	А. Трипсин, хімотрипсин, ренін.   

В. Хімотрипсин, еластаза, пепсин.
	D. Еластаза, карбоксипептидази,    
      желатиназа.

	С. Карбоксипептидази, ренін, ліпаза.


	Е. Хімотрипсин, трипсин, карбок-    

    сипептидази.


7. Який з перелічених ферментів активується трипсином:

	А. Пепсин. 
В. Амінопептидаза.
	С. Ліпаза.

D. Амілаза.
	Е. Хімотрипсин.


8. Пепсин розкладає пептидні зв’язки, утворені:
	А. Гліцином і серином.      

В. Діамінокислотами з метіоніном.
	D. Аргініном і лізином.

Е. Ароматичними амінокислотами. 

	С. Гліцином і триптофаном.
	


9. Пацієнт госпіталізований зі скаргами на діарею після вживання білкової їжі. Лікар передбачає порушення перетравлення білків, внаслідок чого підсилюється їх гниття. Яка з перелічених речовин є продуктом гниття білків в кишечнику?  
	А. Білірубін.
	С. Порфобіліноген.
	Е. Триптофан.

	В. Молочна кислота.
	D. Кадаверин.
	


10. У хворого спостерігається поганий апетит, відрижка. Загальна кислотність шлункового соку складає 10 одиниць. Такий стан може свідчить про:
	А. Анацидний гастрит.
	D. Гіпоацидний гастрит.

	В. Гіперацидний гастрит.
С. Гострий панкреатит.
	Е. Виразкову хворобу шлунка.


11. У новонародженого у шлунку відбувається звурджування молока, тобто перетворення розчинних білків молока казеїнів на нерозчинні параказеїни за участі ферментів та іонів кальцію. Який фермент приймає участь в цьому процесі?
	А. Секретин. 
	В. Пепсин.
	С.Гастриксин.
	D. Ренін.
	Е. Ліпаза.


12. Токсичні речовини утворюються у товстому кишечнику внаслідок декарбоксилування амінокислот. Яка речовина утворюється  з орнітину?   
	А. Скатол. 
	В. Індол.
	С. Кадаверин.
	D. Фенол.
	Е. Путресцин.


13. У чоловіка, 45 років, який тривалий час перебував на рослинній дієті, виявлений негативний нітрогеновий баланс. Яка особливість раціону є причиною цього стану?

	А. Надлишкова кількість води.
В. Надлишкова кількість вуглеводів.
	D. Недостатня кількість жирів.
Е. Недостатня кількість жирів
     та білків.

	С. Недостатня кількість білків.
	


ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Аналіз шлункового соку 
Завдання 1. Провести кількісне визначення кислотності шлункового соку.
     Принцип. Метод базується на визначенні кислотних речовин шлункового соку при титруванні розчином натрію гідроксиду з використанням двох різних індикаторів: п-диметиламіноазобензену (зона переходу забарвлення при рН= 2,3…4,2) та фенолфталеїну (зона переходу забарвлення при рН=8,2…10,0). За зміною забарвлення (від червоного до оранжевого) індикатору п-диметиламіноазобензену визначається вільна хлоридна кислота, а за переходом забарвлення (від безбарвного до рожевого) фенолфталеїну – загальна кислотність шлункового соку.
Хід роботи. У колбу для титрування вносять 5 мл шлункового соку, додають 1-2 краплі 0,5% розчину  п-диметиламіноазобензену і 2 краплі 0,5% фенолфталеїну. Титрують 0,1 моль/л розчином натрію гідроксиду до появи оранжево-червоного забарвлення й відмічають об’єм лугу (у мл), що пішов на титрування вільної хлоридної кислоти (I пункт титрування). Продовжують титрування до появи лимонно-жовтого забарвлення (II пункт титрування) і відмічають об’єм лугу, що пішов від початку титрування до II пункта титрування. Потім титрування продовжують до появи рожевого забарвлення (III пункт титрування) і відзначають кількість лугу, що пішла на титрування від початку до III пункта. За одиницю кислотності шлункового соку приймають об’єм розчину 0,1 моль/л натрію гідроксиду (в мл), що пішов на титрування 100 мл шлункового соку. Наприклад: на титрування 5 мл шлункового соку до I титрування витрачено 1,5 мл розчину 0,1 моль/л натрію гідроксиду, тоді кількість вільної хлоридної кислоти складає: (1,5∙100)/5=30 (од).

Для розрахунку кількості зв’язаної хлоридної кислоти необхідно знати концентрацію загальної хлоридної кислоти. Останню визначають на підставі даних титрування. Відомо, що кількість лугу, яку необхідно витратити на зв’язування всієї хлоридної кислоти, дорівнює середній арифметичній кількості лугу, що витрачена до II та III пунктів титрування. Наприклад, якщо до II пункту титрування витрачено 2 мл, а до III - 3 мл лугу, то середнє арифметичне складає 2,5 мл. Звідси вміст загальної хлоридної кислоти в 100 мл шлункового соку становить: (2,5∙100)/5=50 (од).
Зв’язана з білками хлоридна кислота визначається за різницею між кількістю загальної та вільної хлоридної кислоти: 50-30=20 (од).

Крім того,  III пункт титрування служить для визначення загальної кислотності. Наприклад, якщо на титрування 5 мл шлункового соку пішло 3 мл розчину 0,1 моль/л натрію гідроксиду, то загальна кислотність дорівнює: (3,0∙100)/5=60 од.
Завдання 2. Визначити наявність молочної кислоти (реакція Уффельмана). 

Принцип. Метод базується на здатності молочної кислоти у присутності феруму (III) феноляту утворювати сіль феруму лактату жовто-зеленого кольору.
Хід роботи. Для приготування феруму феноляту в пробірку вносять 10 мл 1% розчину фенолу і додають до нього 3 краплі 1% розчину феруму (III) хлориду. Вміст перемішують скляною паличкою – розвивається фіолетове забарвлення. Для проведення реакції в пробірку вносять 2-3 мл одержаного реактиву і додають 5-6 крапель досліджуваного шлункового соку; зміна забарвлення на жовте-зелене свідчить про наявність молочної кислоти. 
Завдання 3. Визначити наявність крові (реакція Адлера з бензидином).
 Принцип. Реакція базується на окисленні бензидину киснем, що утворюється при розкладі гідроген пероксиду за дії каталази крові, з появою продуктів синього або зеленого кольору.
Хід роботи. В пробірку вносять 5 крапель нефільтрованого шлункового соку, додають 5 крапель щойно виготовленого 1% розчину бензидину в льодяній оцтовій кислоті і 5 крапель 3% розчину гідроген пероксиду. При наявності крові в складі шлункового соку при стоянні з’являється синє або зелене забарвлення (окислений бензидин).
Практичне значення. Шлунковий сік – майже безбарвна сильно кисла багатокомпонентна рідина: містить воду (99,4%), в якій розчинені ферменти, хлоридна кислота, мукоїди та ін. Основним неорганічним компонентом є хлоридна кислота у вільному та зв'язаному з протеїнами стані. Також до складу входять хлориди, фосфати, сульфати, карбонати натрію, калію, кальцію та ін. Серед органічних сполук - білки, муцин (слиз), лізоцим, ферменти  пепсин, гастриксин, ренін та желатіназа, продукти метаболізму. У шлунковому соку міститься гастромукопротеїн «внутрішній фактор» Касла, який сприяє всмоктуванню витаміну B12. Перетравлення білків значною мірою залежить від кислотності шлункового соку. При визначенні кислотності розрізняють загальну кислотність (сума всіх кислореагуючих речовин), вільну і зв’язану хлоридну кислоту. У нормі загальна кислотність становить 40-60 од., вміст вільної хлоридної кислоти – 20-40 од., зв’язаної – 5-20 од. Кислотність шлункового соку при захворюваннях шлунка може бути нульовою, зниженою та підвищеною. При виразковій хворобі шлунка або гіперацидному гастриті відбувається збільшення вмісту вільної НСl та загальної кислотності (гіперхлоргідрія); при гіпоацидному гастриті та  пухлинах шлунка спостерігається зменшення кількості вільної НСl та загальної кислотності (гіпохлоргідрія); при злоякісних новоутвореннях шлунка, хронічному гастриті може відмічатися повна відсутність вільної НСl та значне зниження загальної кислотності (ахлоргідрія); при злоякісній анемії, пухлинах шлунка може спостерігатися повна відсутність хлоридної кислоти та пепсину (ахілія). Поряд з нормальними складовими частинами в шлунковому соку при ряді захворювань можуть з’являтися інші речовини: молочна кислота, кров, жирні кислоти, жовчні пігменти. У клініці їх часто досліджують за допомогою спеціальних реакцій. При ахлоргідрії поряд з молочною кислотою утворюються жирні кислоти (оцтова, масляна), оскільки під впливом мікроорганізмів у шлунку розвиваються процеси бродіння. Кров (кров’яні пігменти) може з’являтися в складі шлункового соку при виразках шлунка. Жовчні пігменти надходять до шлунка з дванадцятипалої кишки внаслідок рефлюксу.
ЛІТЕРАТУРА
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ЗАНЯТТЯ 2 (2 години)
Тема: Тканинний протеоліз. Катепсини. Амінокислотний пул  тканин: шляхи надходження та використання амінокислот. Загальні реакції катаболізму амінокислот. Декарбоксилування амінокислот. Біогенні аміни: утворення, біологічна роль, розпад. Кількісне визначення гістаміну у крові. 

Актуальність. Щодоби в організмі розпадається приблизно 400 г білків до амінокислот й стільки ж синтезується. Ці процеси у різних тканинах відбуваються з різною швидкістю. Тканинний гідроліз білків за допомогою тканинних протеїназ або катепсинів є необхідним не тільки для їх оновлення, а й для руйнування дефектних молекул, мобілізації ендогенних білків для енергетичних потреб, при голодуванні та ін. Амінокислотний пул на третину складається з продуктів ентерального обміну і на дві третини – з продуктів розпаду ендогенних білків. Залежно від фізіологічних потреб організму амінокислоти фонду використовуються у біосинтезі білків і пептидів, утворенні біологічно активних сполук, беруть участь в енергетичному обміні. В процесах катаболізму амінокислоти підлягають декарбоксилуванню, дезамінуванню, трансамінуванню (загальні реакції). Вивчення зазначених аспектів дозволить раціонально використовувати знання про обмін білків та амінокислот для аналізу багаточисельних його порушень. 
Мета. Ознайомитися з тканинним протеолізом, класифікацією та механізмом дії катепсинів. Вивчити шляхи надходження та використання пулу вільних амінокислот в тканинах. Визначити головні шляхи перетворення амінокислот, детально зупинитися на процесах декарбоксилування; охарактеризувати роль біогенних амінів ((-аміномасляної кислоти, гістаміну, серотоніну, дофаміну, норадреналіну, адреналіну та ін.), умови виникнення, фер-менти їх утворення та розпаду. Ознайомитися з методом визначення гістаміну у крові та його клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Тканинний протеоліз. Дія, властивості та класифікація катепсинів.
2. Схема основних шляхів надходження та використання амінокислотного пулу тканин. Основні класи органічних сполук, що утворюються з амінокислот.

3. Загальні шляхи перетворення амінокислот.

4. Декарбоксилування амінокислот; характеристика декарбоксилаз, роль вітаміну В6.

5. Біогенні аміни: реакції утворення,  роль. Механізми знешкодження біогенних амінів за допомогою моноаміно- і діамінооксидаз.

6. Декарбоксилування фенілаланіну та тирозину, роль амінів.

7. Декарбоксилування гістидину, роль аміну.

8.Декарбоксилування триптофану та 5-гідрокситриптофану, роль амінів.

9. Декарбоксилування глутамату та аспартату, роль амінів.

10. Декарбоксилування цистеїну та цистеїнової кислоти, роль амінів.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Укажіть продукти реакцій декарбоксилування амінокислот.
	А. Ацетон + СО2.       С. Глюкоза + СО2.
	Е. Біогенні аміни + СО2.

	В. Гліцерин + СО2.     D. Кетокислоти + СО2.
	


2. При декарбоксилуванні глутамату в ЦНС утворюється медіатор. Назвіть його. 
	А. Аспарагін 
	В. Серотонін.
	С. Гістамін
	D.Глутатіон.
	Е. ГАМК.


3. Укажіть біологічну роль серотоніну – продукту декарбоксилування 5-окситриптофану.

 А. Інгібітор ферментів протеосинтезу. 

 В. Активатор ферментів глюконеогенезу.   

 С. Активатор ферментів гліколізу.  

 D. Активатор ферментів ліполізу.   

 Е. Регулятор артеріального тиску і температури тіла.
4. Укажіть біологічну роль біогенного аміну, що утворюється при декарбоксилуванні глутамату. 
	А. Кофермент складних ферментів.
	D. Інгібітор ліполізу.

	В. Активатор протеосинтезу.
	Е. Інгібітор глюконеогенезу.

	С. Медіатор гальмування ЦНС.
	


5.Укажіть біологічну роль гістаміну,продукту декарбоксилування гістидину.  
А. Активатор секреції шлункового соку.  

В. Інгібітор секреції шлункового соку.   

С. Активатор секреції бікарбонатів підшлунковою залозою.  
D. Інгібітор секреції бікарбонатів підшлунковою залозою.  

Е. Має бактерицидну активність.
6. Назвіть біогенний амін, який є медіатором гальмування. 
	А. Дофамін.
	D. γ-Аміномасляна кислота.

	В. Гістамін.
	Е. Тирамін.

	С. Серотонін.
	


7. У лікарню доставили дитину, 7 років, у стані алергічного шоку. В крові підвищена концентрація гістаміну. В результаті якої реакції утворюється ця сполука? 
	А. Відновлення.
	D. Дезамінування.

	В. Гідроксилування.
	Е. Декарбоксилування.

	С. Дегідрування.
	


8. В організмі людини є пептид, в утворенні якого приймає участь  γ-карбоксильна група  глутамінової кислоти. Назвіть цей пептид.
	А. Вазопресин.             В. Карнозин.
	Е. Глутатіон.

	С. Ансерин.                  D. Окситоцин.
	


9. Який харчовий продукт слід вилучити з раціону при лікуванні антидепресантами-інгібіторами МАО?

    А. Яловичину.   В. Капусту.   С. Картоплю.   D. Тверді сири.    Е. Яблука.
10.  При декарбоксилуванні якої амінокислоти утворюється β-аланін?
    А. Глутамату.   В. Аспартату.  С. Валіну.   D. Лейцину.    Е. Гістидину.
11. Психофармакологічні засоби з  антидепресантною дією  гальмують окисне дезамінування норадреналіну та  серотоніну в  мітохондріях головного мозку шляхом  інгібування ферменту:     
	А. Оксидази L-амінокислот.
	D. Глутаматдегідрогенази.

	В. Цитохромоксидази.
	Е. Оксидази D-амінокислот.

	С. Моноаміноксидази.
	


ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Кількісне визначення гістаміну у крові 

за методом Н.В. Клімінкіної і С.І. Плітмана  
Завдання. Провести кількісне визначення гістаміну в крові.

Принцип. Метод базується на взаємодії гістаміну з діазотованим п-нітроаніліном з утворенням сполук оранжево-червоного кольору.
Хід роботи. Кров, з якої осаджені білки 10% розчином трихлороцтової кислоти, для екстракції гістаміну витримують у холодильнику протягом доби, фільтрують через паперовий фільтр. В одну пробірку відмірюють 2 мл фільтрату (дослід), у другу – 0,2 мл стандартного 200 мкмоль/л розчину гістаміну і 1,8 мл води (стандарт). В обидві пробірки додають по 3 мл води і 1 мл 4% натрію нітрату. Пробірки ретельно струшують і кип’ятять на водяній бані 2 хв, потім охолоджують під струменем водопровідної води і додають по 1 мл діазотованого п-нітроаніліну (готують перед застосуванням з 0,1%  п-нітроаніліну в 0,1 моль/л хлоридній кислоті, додаючи до 10 мл охолодженого розчину 1 мл 4% натрію нітрату).  Ретельно перемішують проби і доводять їх рН до 10,0 за універсальним папером, додаючи 1,5 мл, а потім 0,5 мл 20% натрію карбонату. Вміст пробірок перемішують, охолоджують під струменем водопровідної води і додають 2-3 краплі 20% натрію гідроксиду до розвитку забарвлення. Екстинкцію дослідної і стандартної проб вимірюють на ФЕК при довжині хвилі 520-540 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 5 мм проти контролю. Вміст гістаміну (Х) у мкмоль/л розраховують за формулою: Х=(Едосл.×200)/Ест., де Едосл. – екстинкція дослідного розчину; Ест. – екстинкція стандартного розчину; 200 – концентрація стандартного розчину гістаміну, мкмоль/л.
Клініко-діагностичне значення. Гістамін - біологічно активна речовина, що бере участь в регуляції життєвих функцій організму. Викликає розширення судин на місці запалення та тим самим прискорює надходження лейкоцитів, що сприяє активації захисних сил організму; має безпосереднє відношення до розвитку алергічних та імунних реакцій, процесів сенсибілізації і десенсибілізації; виконує роль медіатора болі. За звичайних умов гістамін знаходиться переважно в неактивному (зв’язаному) стані. У крові здорової людини його концентрація становить 0,02-0,04 мкмоль/л. При деяких патологічних процесах (анафілактичний шок, опіки, відмороження, сінна гарячка та інші алергенні захворювання), а також при надходженні до організму хімічних речовин, у тому числі лікарських препаратів, кількість вільного гістаміну збільшується. Гістамін викликає спазм непосмугованої мускулатури, розширення судин і зниження артеріального тиску; у зв’язку із застоєм крові в капілярах і збільшенням проникності їх стінок має місце набряк оточуючих тканин і згущення крові.
У клініко-біохімічних лабораторіях визначення вмісту деяких біогенних амінів має діагностичне значення. При тяжкому нефросклерозі підвищується вміст у плазмі крові тираміну, у випадку шоку – серотоніну, при алергічних захворюваннях - гістаміну. 
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ЗАНЯТТЯ 3 (2 години)
Тема: Дезамінування та трансамінування амінокислот. Визначення активності трансаміназ у сироватці крові.
Актуальність. Дезамінування – це відщеплення аміногрупи від амінокислот з обов’язковим утворенням амоніаку. Доведено існування чотирьох типів дезамінування амінокислот: відновного, гідролітичного, внутрішньомолекулярного й окисного. Реакція трансамінування полягає в міжмолекулярному переносі аміногрупи від амінокислоти на α-кетокислоту без проміжного утворення амоніаку. У процесі реакції утворюються нові аміно- та α-кетокислоти. Реакції трансамінування є взаємно-зворотними й універсальними для всіх живих організмів, каталізуються ферментами амінотрансферазами (трансаміназами). Трансамінування має велике значення для синтезу замінних амінокислот та трансдезамінування більшості амінокислот. Вивчення реакцій дезамінування та трансамінування дозволить раціонально використовувати знання про обмін білків та амінокислот з метою аналізу багаточисельних його порушень. 

Мета. Вивчити реакції дезамінування та трансамінування амінокислот в організмі, їх значення та механізми дії трансаміназ. Ознайомитися з методом визначення активності аспартат- (АсАТ) та аланінамінотрансфераз (АлАТ) у сироватці крові та його клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Основні шляхи дезамінування амінокислот в організмі.

2. Пряме й непряме дезамінування L-амінокислот. Механізм дії та роль оксидаз і глутаматдегідрогенази. Клінічне значення визначення активності глутаматдегідрогенази в крові.
3. Дезамінування амінокислот серину, треоніну, цистеїну та гістидину.
4. Трансамінування, його роль в обміні амінокислот. Механізм дії амінотрансфераз. Роль вітаміну В6.  Клінічне значення визначення амінотрансфераз у крові.   
5. Реакція трансамінування між α-кетоглутаровою та аспарагіновою кислотами. Її значення. Клінічне значення дослідження активності АсАТ в крові.
6. Реакція трансамінування між α-кетоглутаровою кислотою та аланіном. Її значення. Клінічне значення дослідження активності АлАТ в крові.
7. Реакція відновного амінування α-кетоглутарової кислоти, її роль.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Який фермент здійснює дезамінування глутамату?

	А. Глутаматдегідрогеназа.
	D. Глутаміназа.

	В. γ-Глутамілтрансфераза.
	Е. Цистатіонін-γ-ліаза.

	С. Глутаматдекарбоксилаза.
	


2. Укажіть, яка патологія найбільш ймовірна при збільшенні в сироватці крові активності аспартатамінотрансферази?
	А. Хронічний гепатит.
	D. Цукровий діабет.

	В. Ниркова недостатність.
	Е. Інфаркт міокарду.

	С. Нецукровий діабет.
	


3. Укажіть клас ферментів, до якого відноситься глутаматдегідрогеназа.
А. Трансферази.  В. Ізомерази.  С. Ліази.   D. Оксидоредуктази.   Е. Лігази.
4. Для діагностики деяких захворювань визначають активність трансаміназ в крові. Який вітамін входить до складу кофакторів цих ферментів?                    
        А. В6.         В. В2.       С. В1.         D. В3.          Е. В12.
5. Яка сполука є акцептором аміногруп в реакціях трансамінування амінокислот?  
	А. Аргініносукцинат.                 С. Лактат.
	 Е. Орнітин.

	В. α-Кетоглутарат.                  D. Цитрулін.
	


6. За клінічними показниками пацієнту призначений піридоксальфосфат. Для корекції яких процесів використовується цей препарат?    

А. Синтезу пуринових та піримідинових основ.          

В. Окисного декарбоксилування α-кетокислот.        
С. Дезамінування амінокислот.     

D. Трансамінування та декарбоксилування амінокислот.       

Е. Синтезу  білка.
7. При гепатиті, інфаркті міокарда у плазмі крові хворих різко збільшується активність трансаміназ. Що є причиною підвищення їх активності у крові?    

 А. Підвищення активності ферментів гормонами.          

 В. Пошкодження мембран клітин та вихід ферментів у кров.     

 С. Недостатність піридоксину.     

 D. Збільшення швидкості синтезу амінокислот у тканинах.       

 Е. Збільшення швидкості розпаду амінокислот у тканинах.
8. Яка амінокислота піддається найбільш інтенсивному окисному дезамінуванню: 
А. Лейцин.    В. Валін.     С. Глутамат.     D. Серин.    Е. Аспартат.
9. Які продукти утворюються при трансамінуванні між α-кетоглутаратом та аланіном? 
	А. Аспартат і лактат.
	С. Глутамат і піруват.

	В. Глутамат і лактат.
	D. Глутамін і аспарагін.


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Визначення активності аспартатамінотрансферази  
у сироватці крові за Кінгом 
Завдання. Провести кількісне визначення активності АсАТ у сироватці крові за методом Кінга.
     Принцип. Метод базується на розвитку забарвлення, що виникає при взаємодії 2,4-динітрофенілгідразину з щавлевооцтовою та піровиноградною кислотами.

Хід роботи. В одну пробірку наливають 0,2 мл си​роватки крові (дослідна проба), в другу 0,2 мл дистильованої води (контрольна проба). Потім в обидві пробірки додають 0,5 мл розчину аспарагінової кислоти і 0,5 мл розчину α-кетоглутарової кислоти та ставлять на 60 хв у термостат при 37°С. Після інкубації в обидві пробірки додають по 1 мл 2,4-динітрофеніл-гідразину для припинення процесу трансамінування і  знов ставлять їх в тер​мостат на 15 хв, після чого додають по 10 мл 0,4н NaOH, перемішують та за-лишають стояти 1-2 хв до появи забарвлення. Інтенсивність забарвлення дослідної проби визначають на ФЕК (зелений світлофільтр) проти конт​рольної. За калібрувальною кривою знаходять активність АсАТ.

Клініко-діагностичне значення.  Широке розповсюдження і висока активність трансаміназ в органах і тканинах людини, а також порівняно низькі величини базальної активності цих ферментів у крові є основою для визначення їхнього рівня у сироватці крові при поразках серця, печінки. Органічні порушення при гострих і хронічних захворюваннях супроводжуються деструкцією клітин і призводять до виходу трансаміназ з осередку ураження в кров. Так, при інфаркті міокарда активність АсАТ сироватки крові вже через 3-5 годин після нападу збільшується в 20-30 разів (норма 0,1-0,45 ммоль/(год∙л)). При ураженнях печінки (цироз, гепатит) більш характерним є підвищення в крові активності АлАТ (норма 0,1-0,68 ммоль/(год∙л)). У клініці визначення активності трансаміназ використовують не тільки для діагностики, але й для прогнозу та перевірки ефективності лікування захворювань.
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ЗАНЯТТЯ 4 ( 2 години)
Тема: Обмін амоніаку: джерела, механізми знешкодження, транспортні форми. Орнітиновий цикл уреогенезу (цикл Г. Кребса).  Біологічна роль синтезу сечовини у печінці. Порушення орнітинового циклу. Утворення амонійних солей у нирках. Визначення сечовини і амоніаку у біологічних рідинах. 
Актуальність. Внаслідок реакцій дезамінування амінокислот, пуринових і піримідинових нуклеотидів, біогенних амінів та інших процесів вивільнюється амоніак, який є токсичною для організму людини сполукою. Особливо чутливою до амоніаку є центральна нервова система. Вміст його в крові не повинен перевищувати 60 мкмоль/л. Тимчасово знешкодження амоніаку відбувається в місцях його виникнення шляхом відновлювального амінування α-кетоглутарату з утворенням глутамату, амінування аспартату і глутамату з утворенням кислотних амідів аспарагіну і глутаміну, яким, особливо глутаміну, належить важлива роль у транспорті амоніаку до печінки і нирок. Завершальна стадія знешкодження амоніаку відбувається у печінці шляхом синтезу сечовини та нирках шляхом утворення амонійних солей. Сечовина і амонійні солі виводяться із сечею.
Мета. Ознайомитися з шляхами утворення амоніаку в організмі, його токсичністю, механізмами транспорту та знешкодження. Вивчити ферментні реакції біосинтезу сечовини у печінці, амонійних солей у нирках. Вивчити та вміти охарактеризувати порушення обміну амоніаку – гіперамоніємію, її причини, прояви, наслідки. Ознайомитися з методами визначення сечовини і амоніаку у біологічних рідинах та їх клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Шляхи утворення амоніаку в організмі.

2. Механізми тимчасового та кінцевого знешкодження амоніаку.

3. Транспорт амоніаку із тканин у печінку та нирки. Реакції утворення глутаміну та аспарагіну, їх роль. Роль аланіну в транспорті амоніаку.

4. Утворення амонійних солей у нирках, значення процесу.

5. Орнітиновий цикл утворення сечовини у печінці: ферментні реакції, роль. Генетичні дефекти ферментів циклу (ензимопатії).

6. Гіперамоніємія: її причини, прояви, наслідки.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Укажіть де переважно локалізований процес утворення сечовини?
   А. Нирках.  В. Кишечнику. С. Печінці.  D. М’язах. Е. Підшлунковій залозі.
2. Укажіть транспортну форму амоніаку в крові.
А. Триптофан.  В. Ізолейцин. С. Амонійні солі.  D. Глутамін. Е. Сечовина.
3. Укажіть регуляторний фермент орнітинового циклу.

	А. Орнітиндекарбоксилаза.
	D. Аргіназа.

	В. Цитрулінсинтетаза.       
	Е. Аргініносукцинатліаза.

	С. Карбамоїлфосфатсинтетаза.
	


4. За рахунок якого процесу відбувається знешкодження амоніаку в нирках?

	А. Синтезу амонійних солей.
	D. Синтезу сечовини.

	В. Відновного амінування.       
	Е. Синтезу біогенних амінів.

	С. Непрямого дезамінування.
	


5. За рахунок якого процесу переважно відбувається знешкодження амоніаку в нервовій тканині?
	А. Трансамінування.
	D. Синтезу амонійних солей.

	В. Синтезу сечовини.       
	Е. Синтезу біогенних амінів.

	С. Утворення амідів дикарбонових амінокислот.


6. Основна маса азоту з організму виводиться у вигляді сечовини. Зниження активності якого ферменту у печінці призводить до гальмування синтезу сечовини та накопичення амоніаку в крові та тканинах?  
	А. Уреази.
	D. Пепсину.

	В. Аспартатамінотрансферази.       
	Е. Карбамоїлфосфатсинтетази.

	С. Амілази.
	


7. Основним кінцевим продуктом білкового обміну в організмі людини, який виділяється у найбільшій кількості із сечею є:  
	А. Глутамін.                   С. Сечова кислота.         
	 Е. Сечовина.

	В. Амонійні солі.            D. Аспарагін.
	


8. Укажіть нормальний вміст (ммоль/л) сечовини у крові.
       А. 3,0-4,0.     В. 3,3-8,3.    С. 8,4-12,2.    D. 10,0-13,0.    Е. Більш, ніж 9,0.
9. У хворого, 25 років, спостерігається аргінінемія і аргінінурія. Вміст сечо-вини в крові та сечі знижений. Дефіцитом якого ферменту це зумовлено?
	А. Глутаматдегідрогенази.
	D. Аргініносукцинатсинтази.

	В. Аргінази.       
	Е.Триптофан-5-монооксигенази.

	С.Орнітинкарбамоїлтрансферази.
	


10. Яка амінокислота є проміжним продуктом при біосинтезі сечовини та розщеплюється з утворенням орнітину і сечовини?
     А. Лейцин.      В. Цитрулін.     С. Аргінін.       D. Валін.     Е. Глутамат.
ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Кількісне визначення сечовини та амоніаку в біологічних рідинах 
Завдання 1. Визначити вміст сечовини у сироватці крові.
     Принцип. Сечовина у присутності тіосемікарбазиду і солей феруму в сильно кислому середовищі здатна утворювати з діацетилмонооксимом сполуку рожево-червоного кольору, інтенсивність забарвлення якої пропорційна вмісту сечовини в дослідній рідині.
Хід роботи. Визначення проводиться у пробірках, які заповнюють відповідно до схеми.
	
	Дослідна проба
	Калібру-вальна проба 
	Холоста проба

	Сироватка крові (мл)
	0,01
	
	

	Калібрувальний (еталонний) розчин сечовини (16,65 ммоль/л) (мл) 
	
	0,01
	

	Дистильована вода (мл)
	
	
	0,01

	Робочий розчин для кольорової реакції (діацетилмонооксим, тіосемікарбазид, хлорне залізо, сульфатна кислота) (мл)
	2,0
	2,0
	2,0


Пробірки закривають кришечками з алюмінієвої фольги і нагрівають точно 10 хв у киплячій водяній бані; охолоджують 2-3 хв в струмені холодної води і протягом 15 хв фотометрують в 1 см кюветі при довжині хвилі 490-540 нм. Вміст сечовини (Х) у ммоль/л у сироватці крові розраховують за формулою:   Х = (Едосл.∙16,65)/Ест., де Едосл.- екстинкція дослідної проби; 16,65 – концентрація сечовини в стандартній пробі (ммоль/л); Ест. – екстинкція стандартної проби.

Завдання 2. Визначити вміст сечовини у сечі.
     Принцип. Той же.

Хід роботи. Для аналізу використовують 0,1 мл зібраної за добу, профільтрованої та розведеної в 25 разів сечі і 0,1 мл стандартного розчину сечовини. Обробляють ці проби так, як й сироватку крові. Вміст сечовини (У) у ммоль/добу в сечі розраховують за формулою:

У=(Едосл.∙V∙25∙1,665)/(Ест.∙0,1∙1000), де Едосл.- екстинкція дослідної про-би; V – об’єм добової сечі; 1,665 – концентрація сечовини в 0,1 мл стандартної проби (мкмоль); 0,1 – об’єм сечі, взятий для дослідження (мл); Ест. – екстинкція стандартної проби; 1000 – коефіцієнт перерахунку мкмоль у ммоль; 25 - розведення.

Завдання 3. Визначити вміст сечовини в сироватці крові експрес-методом за допомогою «Уреатесту».
     Принцип. Метод базується на здатності уреази розщеплювати сечовину з утворенням амоніаку, який забарвлює смужку реактивного хромато-графічного паперу в блакитний колір. Висота забарвленої зони пропорційна концентрації сечовини, яку розраховують за калібрувальним графіком.
Хід роботи. Сироватку крові розводять водою у співвідношенні 1:1. На насичену уреазою паперову смужку в 3 мм від червоної парафінової смужки наносять за допомогою спеціальної піпетки 0,03 мл розведеної сироватки крові. Смужку негайно поміщають у чисту суху пробірку, герметично закривають пробкою і ставлять у термостат при 37°С. Через 20 хв смужку видаляють, вимірюють висоту зони, яка забарвлюється в блакитний колір. За калібрувальною шкалою, що входить до набору «Уреатест», знаходять концентрацію сечовини в сироватці крові.
Завдання 4. Визначити вміст амоніаку в сечі.
Принцип. Метод базується на взаємодії солей амонію з формальдегідом, у результаті чого утворюється гексаметилентетрамін (уротропін) і вивільнюється еквівалентна кількості амоніаку кількість кислоти, яку відтитровують розчином основи.

Хід роботи. У колбу наливають 10 мл сечі, додають 1-2 краплі фенолфталеїну і нейтралізують 0,1 М розчином натрію гідроксиду. Додають рівний об’єм свіжо нейтралізованого розчину формальдегіду. Унаслідок виділення кислоти рожеве забарвлення зникає. Суміш титрують 0,1 М розчином натрію гідроксиду до появи рожевого забарвлення. За об’ємом основи, витраченої на титрування, розраховують вміст амоніаку (Z) в г у добовій сечі за формулою: Z = (а∙0,0017∙D)/10, де а – об’єм основи, витраченої на титрування, мл; 0,0017 – кількість амоніаку, що відповідає 1 мл 0,1 М розчину натрію гідроксиду (титр амоніаку) (г); D – добова кількість сечі (мл); 10 – кількість сечі для аналізу (мл).
Клініко-діагностичне значення. Нормальний вміст сечовини в крові коливається в межах 3,3-8,3 ммоль/л. Близько 75% сечовини виділяється із сечею. Концентрація сечовини в крові залежить від інтенсивності її синтезу і виділення. Визначення сечовини є важливим діагностичним тестом, який характеризує не тільки стан білкового обміну, а й функціональний стан нирок та печінки. Збільшення концентрації сечовини в крові (уремія) відмічається при хворобах нирок (порушенні їх видільної функції), посиленому розпаді білків, надмірному білковому харчуванні, у випадку зневоднення організму (відносна азотемія), при отруєнні фосфором. Зниження рівня сечовини в крові і виділення її із сечею спостерігається при захворюваннях печінки (гепатодистрофія, цироз, гепатит), вагітності, а також при спадкових дефектах ферментів уреогенезу. За цих умов спостерігається збільшення вмісту в крові амоніаку – гіперамоніємія. Симптоми гіперамоніємії (нудота, блювання, запаморочення, судоми, втрата свідомості, набряк мозку у важких випадках) є проявом впливу амоніаку на ЦНС. Збільшення виведення амоніаку із сечою спостерігається також при різноманітних процесах, що супроводжуються ацидозом, лихоманках, діабеті; кількість амоніаку в сечі при діабетному ацидозі перевищує нормальні показники більш ніж у 50 разів. Виділення амоніаку з сечею зменшується при деяких захворюваннях, що супроводжуються алкалозом (паратиреотропна і дитяча тетанія, епілепсія, значна фосфатурія), а також при надходженні до організму лугів.
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ЗАНЯТТЯ 5 (2 години)
Тема: Специфічний обмін амінокислот. Шляхи обміну безнітро-генового залишку амінокислот; зв'язок з циклом Кребса. Глікогенні та кетогенні амінокислоти. Обмін фенілаланіну, тирозину та триптофану.
Актуальність. Проміжний метаболізм амінокислот включає різні процеси: анаболічні (біосинтез білків, пептидів, замінних амінокислот, вуглеводів, ліпідів, кетонових тіл), катаболічні (розпад до кінцевих продуктів), а також специфічні перетворення, що супроводжуються утворенням біологічно активних сполук. Для розуміння цих процесів важливе значення має цикл трикарбонових кислот у перетворенні безнітрогенових залишків амінокислот. Вивчення специфічних реакцій перетворення фенілаланіну, тирозину, триптофану є вельми необхідним для глибокого розуміння патогенезу захворювань (фенілкетонурії, алкаптонурії, альбінізму та ін.), пов’язаних з порушенням цих реакцій. 

Мета. Ознайомитися з шляхами обміну безнітрогенового залишку амінокислот,  зв’язком з циклом Кребса; вміти довести глікогенні та кетогенні властивості амінокислот на конкретних реакціях. Вивчити обмін фенілаланіну, тирозину та триптофану, можливі порушення та засоби корекції. Ознайомитися з якісною реакцією на фенілпіровиноградну кислоту в сечі та її клініко-біохімічним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Схема шляхів обміну безнітрогенового залишку амінокислот в організмі, зв'язок з циклом Кребса.

2. Глікогенні амінокислоти, їх формули. Довести, що глутамат, аспартат та аланін є глікогенними амінокислотами. Фізіологічне значення та регуляція процесів глюконеогенезу з амінокислот.

3. Кетогенні амінокислоти, їх формули. Довести, що лейцин є кетогенною амінокислотою.
4. Довести, що фенілаланін та тирозин є гліко-кетогенними амінокислотами.
5. Біологічно активні речовини, що утворюються з амінокислот фенілаланіну та тирозину, їх роль в організмі.
6. Біологічно активні речовини, що утворюються з амінокислоти триптофан, їх роль в організмі.
7. Порушення обміну фенілаланіну та тирозину, шляхи корекції.

8. Порушення обміну триптофану, шляхи корекції.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. У сечі пацієнта визначена фенілпіровиноградна кислота. Укажіть, наслідком порушення якого обміну це зумовлено? 
	А. Фосфорно-кальцієвого.
	С. Обміну амінокислот.

	В. Ліпідного.       
	 D. Вуглеводного.       Е. Водно-сольового.


2. Укажіть фермент, спадковий дефект якого є причиною фенілкетонурії.
	А. Тирозиназа.
	D. Гексокіназа.

	В. Аспартатамінотрансфераза.       
	Е. Піруватдекарбоксилаза.

	С. Фенілаланінгідроксилаза.
	


3. Після обробки сечі немовляти розчином FeCl3 з’являється зелене забарвлення. Порушення обміну якої амінокислоти спостерігається?   
   А. Гістидину.  В. Цистеїну.  С. Фенілаланіну.  D. Глутаміну.    Е. Лізину.
4. Альбіноси не переносять вплив сонця, у них швидко з’являються опіки. Укажіть порушення метаболізму, яке лежить в основі цього явища.
	А. Руйнування меланіну.
В. Порушення транспорту холестерину.  
С. Відсутність тирозинази.     
	D. Порушення гідроксилу-

     вання серину.
Е. Руйнування вітаміну Д3.


5. У дитини, 6 місяців, спостерігається порушення моторного та психічного розвитку, посвітління волосся, шкіри, райдужної оболонки очей, позитивна проба Фелінга. Яке захворювання у дитини? 

	А. Альбінізм.                      С. Фенілкетонурія.  
	Е. Алкаптонурія.

	В. Хвороба Дауна.             D. Галактоземія.     
	


6. При поразках кишечнику злоякісними карциномами приблизно 60% триптофану окислюється за серотоніновим шляхом. В якому вітаміні збільшується потреба організму при цьому стані? 

	А. Фолієва кислота.                  С. Піридоксин.  
	Е. Нікотинова кислота.

	В. Пантотенова кислота.       D. Рибофлавін.     
	


7. Порушення обміну якої амінокислоти спостерігається при альбінізмі? 

	А. Глутамату .                        С. Метіоніну.  
	Е. Тирозину.

	В. Триптофану.                       D. Гістидину.     
	


8. У хворого встановлений діагноз - алкаптонурія. Дефіцитом якого ферменту зумовлена ця патологія? 

	А. Фенілаланінгідроксилази.
	D. Моноаміноксидази.


	В. Тирозинази.       
	Е. Оксидази гомогентизинової кислоти.

	С. Тироксингідроксилази.
	


9. При дії УФ-променів у людини темнішає шкіра, що є захисною реакцією. Яка речовина синтезується у клітинах за дії вказаного фактору?  

   А. Тирозин.    В. Фенілаланін.    С. Триптофан.   D. Вітамін Д.   Е. Меланін.
10. У сечі дитини виявлено підвищений вміст гомогентизинової кислоти. Сеча на повітрі темнішає. Для якої патології це характерно?
	А. Цистинурії.                  С. Альбінізму.  
	   Е. Аміноацидурії.

	В. Фенілкетонурії.          D. Алкаптонурії.     
	


11. У крові хворого раком сечового міхура підвищений вміст серотоніну та оксиантранілової кислоти. З порушенням обміну якої амінокислоти це пов’язано?   
	А. Фенілаланіну.                 С. Тирозину.  
	   Е. Аланіну.

	В. Триптофану.                  D. Гістидину.     
	


12. При одній з форм природженої патології спостерігається гальмування перетворення фенілаланіну на тирозин. Біохімічною ознакою хвороби є накопичення в організмі деяких органічних кислот, у тому числі:
	А. Фенілпировіноградної.        С. Пировіноградної.  
	   Е. Глутамінової.

	В. Аспарагінової.                     D. Молочної.     
	


13. Цикл трикарбонових кислот виконує важливу роль в реалізації глюко-пластичного ефекту амінокислот. Це зумовлено обов’язковим перетворенням їх безнітрогенових залишків на:
    А. Цитрат.    В. Сукцинат.   С. Малат.    D. Оксалоацетат.   Е. Фумарат. 

14. При повторній дії УФ-променів шкіра темнішає внаслідок синтезу меланіну, що захищає клітини від пошкодження. Основним механізмом включення цього захисту є:
       А. Активація тирозинази.   
       В. Пригнічення тирозинази.   

       С. Активація оксидази гомогентизинової кислоти.    

       D. Пригнічення оксидази гомогентизинової кислоти.   

       Е. Пригнічення фенілаланінгідроксилази. 

15. Яка біологічно активна сполука утворюється у процесі перетворення триптофану?
А. Кортикостерон.  В. Тироксин.   С. Серотонін.   D. Гістамін.  Е. Адреналін 

16. Яка амінокислота утворюється при окисненні фенілаланіну?
          А. Серин.    В. Триптофан.   С. Аланін.   D. Тирозин.   Е. Глутамін. 

ПРАКТИЧНА РОБОТА 

  Якісна реакція на фенілпіровиноградну кислоту у сечі (проба Фелінга)
Принцип. Фенілпіровиноградна кислота утворює з іонами трьохва-лентного феруму комплексну сполуку, забарвлену в синьо-зелений колір.

Хід роботи. До 2 мл свіжо відфільтрованої сечі додають 8-10 крапель 10% розчину феруму хлориду. За наявності в сечі фенілпіровиноградної кислоти через 30-60 с з’являється синьо-зелене забарвлення, яке поступово бліднішає та вицвітає через 5-30 хв залежно від концентрації фенілпіровиноградної кислоти в сечі. Цю пробу можна робити на фільтрувальному папері, смужку якого змочують сечею, висушують й наносять краплю 10% розчину феруму хлориду. Позитивна проба дає синьо-зелене забарвлення. 

Клініко-діагностичне значення. Діагностичним критерієм фенілкетонурії (фенілпіровиноградної олігофренії) є підвищений вміст фенілаланіну в крові й наявність фенілпіровиноградної кислоти в сечі.ід роботи.ноградна кислота утворює з іонами тривалентного феруму комплексну сполуку, забарвлену в синьо-зелений колір.
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ЗАНЯТТЯ 6 (2 години)
Тема: Специфічний обмін амінокислот. Обмін гліцину та серину, аргініну, метіоніну та цистеїну, дикарбонових амінокислот та амінокислот з розгалуженим вуглеводневим ланцюгом. Глутатіон як продукт обміну гліцину, глутамату та цистеїну. Оксид азоту як продукт обміну аргініну. Креатин як продукт обміну аргініну, гліцину та метіоніну. Визначення вмісту креатину та креатиніну в біологічних рідинах.

Актуальність. Крім загальних шляхів обміну амінокислот в тканинах існують індивідуальні шляхи їх перетворення. Деякі з них хоч й мають у кількісному відношенні другорядне значення, але продукти реакцій виконують важливу, а іноді й провідну роль у процесах життєдіяльності організму. Вивчення специфічних реакцій перетворення амінокислот є необхідним для майбутніх лікарів для більш глибокого розуміння патогенезу захворювань, пов’язаних з їх порушенням. 

Мета. Ознайомитися зі специфічними шляхами перетворення гліцину та серину, аргініну, метіоніну та цистеїну, дикарбонових амінокислот та амінокислот з розгалуженим вуглеводневим ланцюгом. Визначити роль трипептиду глутатіону, оксиду азоту та інших біологічно активних речовин, що утворюються в метаболічних шляхах зазначених амінокислот. Вивчити обмін креатину в організмі: реакції, ферменти, порушення. Ознайомитися з методами кількісного визначення креатиніну в біологічних рідинах та їх клініко-біохімічним значенням.

ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Схема шляхів обміну гліцину та серину.
2. Глутатіон як продукт обміну гліцину, глутамату, цистеїну; його роль.
3. Схема шляхів обміну аргініну. Оксид азоту як продукт обміну аргініну, його роль в організмі.
4. Схема шляхів обміну сірковмісних амінокислот.
5. Схема шляхів обміну дикарбонових амінокислот.
6. Схема шляхів обміну валіну, лейцину, ізолейцину. Хвороба «кленового сиропу».
7. Синтез креатину, його роль в організмі.
8. Обмін креатину. Креатинфосфокіназа: ізоформи, клініко-діагнос-тичне значення визначення у сироватці крові, сечі. Порушення.
9. Спадкові порушення обміну амінокислот та біохімічні методи їх визначення, можливість корекції.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. У юнака, 18 років, діагностували м’язову дистрофію. Підвищення рівня якої речовини у сироватці крові є найбільш вірогідним при даній патології?
      А. Міоглобіну.  В. Міозину.  С. Креатину.    D. Лактату.    Е. Аланіну.
2. В крові хворого виявлено значне підвищення активності МВ-форми креатинфосфокінази. Назвіть можливу патологію.
	А. Гепатит.                                 С. Ревматизм.  
	   Е. Холецистит.

	В. Інфаркт міокарду.                 D. Панкреатит.     
	


3. При обмiнi окремих амiнокислот утворюються рiзнi гормони й медiатори. При обмiнi якої з перелічених амінокислот утворюється газоподiбний медiатор NO?

         А. Метіонін.     В. Лейцин.   С. Гліцин.    D. Аргінін.     Е. Серин.
4. Хворий, 13 років, скаржиться на загальну слабкість,запаморочення, швидку втому.  При обстеженні в крові та сечі виявлено високу концентрацію валіну, ізолейцину, лейцину. Сеча має специфічний запах. Що може бути причиною такого стану?
	А. Гістидинемія.              С. Алкаптонурія.  
В. Хвороба Аддісона.      D. Фенілкетонурія.        
	Е. Хвороба «кленового 
    сиропу».


5. Вiдомо понад 20 спадкоємних порушень обмiну амiнокислот, загальною ознакою яких є:
	А. Гіперамоніємія.      

В. Альбінізм.
С. Креатинурія.      
	D. Сечокам’яна  хвороба.        
Е. Порушення розвитку та функцій  головного  
     мозку.


6. Назвіть пептид, в утворенні якого бере участь γ-карбоксильна група глутамінової кислоти.
   А. Вазопресин.   В. Карнозин.  С. Ансерин.  D. Окситоцин.    Е. Глутатіон.
7. У хворого виявлено підвищення вмісту сечовини та креатиніну в крові і зниження в сечі. Назвіть можливу причину такого стану?

         А. Захворювання нирок.   

         В. Захворювання печінки.      
        С. Захворювання м’язів.  

        D. Порушення зв’язування, транспорту та екскреції амоніаку з сечею.                      

        Е. Порушення кислотно-лужного стану в організмі.
8. У хворого, 32 роки, виявлено ожиріння, некротичні зміни в печінці, недостатність наднирників, низькій рівень в крові фосфоліпідів, холіну, адреналіну. Найбільш ймовірною причиною виникнення цього стану є дефіцит:  А. Аланіну.   В. Метіоніну.   С. Валіну.    D. Аргініну.     Е. Гліцину.
9. Метильні групи використовуються в організмі для синтезу таких важливих сполук як креатин, холін, адреналін та інших. Джерелом цих груп є одна з незамінних амінокислот:
          А. Валін.      В. Гліцин.      С. Метіонін.       D. Цистеїн.    Е. Аргінін.
10. У хворого, 57 років, виявлено ішемічну хворобу серця, артеріальний та венозний тромбози, нервово-психічні розлади, ниркову недостатність, вміст гомоцистеїну в крові в 3,5 разів вище норми (норма – менш 10 ммоль/л). У хворого ймовірно: 
	А. Хвороба Хартнупа.  С. Гіпергомоцистеїнемія.  

В. Альбінізм.                  D. Алкаптонурія.        
	   Е. Фенілкетонурія.


ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Визначення вмісту креатиніну в біологічних рідинах 

Завдання 1. Визначити вміст креатиніну в сироватці крові.
Принцип. Креатинін при взаємодії з пікриновою кислотою в лужному середовищі утворює сполуки оранжево-червоного кольору, інтенсивність якого визначають фотометрично.

Хід роботи. Дослідна проба - вносять 0,5 мл досліджуваної сироватки крові, 1 мл дистильованої води та 0,5 мл трихлороцтової кислоти; калібрувальна проба (еталонна) - вносять 0,5 мл калібрувального розчину  (концентрація креатиніну — 177 мкмоль/л), 1 мл дистильованої води та 0,5 мл трихлороцтової кислоти. Вміст обох пробірок перемішують, залишують стояти протягом 5 хв, потім центрифугують при 2500-3000 об/хв протягом 5 хв. Надосадову рідину зливають. У дві центрифужні пробірки вносять по 1 мл надосадової рідині з кожної проби, додають по 0,5 мл пікринової кислоти (0,04 моль/л) і 0,5 мл NaOH (0,75 моль/л). Перемішують і точно через 20 хв фотометрирують в 1 см кюветі при 505 нм проти розчину порівняння. Розчин порівняння: у центрифужну пробірку вносять 1,5 мл дистильованої води та 0,5 мл трихлороцтової кислоти; перемішують. З цього розчину беруть 1 мл і переносять в окрему пробірку, додають 0,5 мл пікринової кислоти та 0,5 мл натрію гідроксиду.

Концентрацію креатиніну (Х) в мкмоль/л у сироватці крові розраховують за формулою: Х=(Сет.×Ед.)/Еет., де Сет. - концентрація креатиніну в еталонній пробі (177 мкмоль/л); Ед. - оптична щільність дослідної проби; Еет. - оптична щільність еталонної проби. У нормі вміст креатиніну у сироватці крові (натще) складає: для чоловіків - 61-115 мкмоль/л, жінок - 53-97 мкмоль/л.

Увага! При роботі необхідно строго дотримуватися правил роботи з отруйними речовинами в хімічних лабораторіях, тому що пікринова кислота - отрута, а трихлороцтова кислота та NaOH - їдкі речовини!

Завдання 2. Визначити вміст креатиніну в сечі. 

Принцип. Той же.

Хід роботи. Визначення проводять в центрифужних пробірках, які заповнюють відповідно до схеми:
	
	Дослідна проба
	Розчин порівняння

	Сеча розведена 1:100 (мл)
	0,5
	-

	Вода дистильована (мл)
	0,25
	0,75

	Трихлороцтова кислота (мл)
	0,25
	0,25

	Пікринова кислота (мл)
	0,5
	0,5

	NaOH (мл)
	0,5
	0,5


Перемішують вміст пробірок і точно через 20 хв вимірюють оптичну щільність дослідної та калібрувальної проби проти розчину порівняння в 1 см кюветі при 505 нм. Еталонний (калібрувальний) розчин готовлять як й у випадку визначення креатиніну в сироватці крові. Кількість креатиніну (У) у ммоль/добу в сечі розраховують за формулою: 
У=(Сет.×Ед.×Д×50)/(Еет.×1000), де Сет. - концентрація креатиніну в еталонній пробі (177 мкмоль/л);  Ед. - оптична щільність дослідної проби; Еет. - оптична щільність еталонної проби; Д - добовий діурез (1,5 л); 1000 - перевід мкмоль в ммоль; 50 -  розведення сечі. У нормі вміст креатиніну в сечі складає: для чоловіків - 8,8-17,7 ммоль/добу (1,0-2,0 г); жінок - 7,1-15,9 ммоль/добу (0,8-1,8 г).

Клініко-діагностичне значення. Концентрація креатиніну в сироватці крові здорових людей відносно постійна в результаті строгої залежності між його утворенням та виділенням. Креатинін відноситься до безпорогових речовин, він фільтрується тільки клубочками, але не реабсорбується. Його секреція канальцями можлива тільки при високій концентрації в крові. Визначення  вмісту креатиніну проводять для дослідження функції нирок. Концентрація креатиніну в плазмі є зворотно пропорційною до величини фільтрації. Критичною верхньою границею встановлена концентрація на рівні 115 мкмоль/л. За її наростанням в крові визначають ступінь хронічної ниркової недостатності. Також підвищення вмісту креатиніну в крові (гіперкреатинінемія) може спостерігатися при кишковій непрохідності, гіперфункції надниркових залоз, сечокам’яній хворобі. 
Підвищена екскреція креатиніну з сечею спостерігається при вживанні в їжу великої кількості м’ясних продуктів, синдромі тривалого роздавлення м’язової тканини, тяжкій фізичній праці, лихоманках, пневмоніях. Зниження виділення креатиніну з сечею спостерігається при хронічному нефриті з уремією, м’язовій атрофії, лейкемії та ін.
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ЗАНЯТТЯ 7 (2 години)
Тема: Функції та обмін нуклеотидів, його можливі порушення. Визначення сечової кислоти у біологічних рідинах. Аналіз кінцевих продуктів нітрогенового обміну. Визначення загального азоту в сечі; нітрогеновий баланс, його види.
Актуальність. Нуклеотиди та їх похідні виконують різноманітні функції в організмі, приймаючи участь в синтезі нуклеїнових кислот та нуклеотидних коферментів; в реакціях депонування та використання енергії; в ут-воренні активних форм вуглеводів, нітрогенових основ, сульфатів, метіоніну; в трансдукції сигналів у клітини та ін. Синтез нуклеотидів має свої закономірності, у ньому беруть участь різні метаболіти всіх видів обміну речовин та специфічні ферменти. Ферменти синтезу рибо- і дезоксирибонуклеотидів - мішень дії противірусних та протипухлинних препаратів. Кінцевим продуктом перетворення пуринових нуклеотидів у людини є сечова кислота, а піримідинових – СО2, амоніак, сечовина, β-аланін, β-аміномасляна кислота. Про стан обміну нуклеотидів роблять висновки, спостерігаючи за активністю ферментів різних стадій їх розпаду і перетворення, а також за вмістом сечової кислоти – кінцевого продукту обміну пуринів. 
Мета. Розглянути структуру та роль в організмі нуклеотидів, ознайомитися з процесом перетравлення й всмоктування нуклеопротеїнів; синтезом та розпадом пуринових і піримідинових нуклеотидів. Вивчити основні механізми регуляції обміну нуклеотидів та його порушення: подагру, спадкову оротацидурію, синдром Леша-Ніхана. Ознайомитися з методом кількісного визначення сечової кислоти у біологічних рідинах та його клініко-біохімічним значенням. Підбити підсумок катаболізму простих і складних білків (нуклеопротеїнів); розглянути кінцеві продукти нітрогенового обміну, азот яких складає загальний азот сечі, що відбиває кількість білка, розщепленого у тканинах, і використовується для вивчення нітрогенового балансу.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Нуклеотиди, їх структура та роль в організмі.

2. Перетравлення й всмоктування нуклеопротеїнів.

3. Утворення 5'-фосфорибозил-1'-дифосфату в клітині, його участь в синтезі пуринових та піримідинових нуклеотидів. Роль ферменту фосфорибозилдифосфатсинтетази.

4. Синтез піримідинових нуклеотидів. Регуляція. Порушення.

5. Синтез пуринових нуклеотидів. Амінокислоти, що приймають участь у синтезі пуринового скелету. Регуляція синтезу та можливі порушення.

6. Синтез дезоксирибонуклеотидів.

7. Роль карбамоїлфосфату в обміні білків та нуклеотидів.

8. Роль ферменту гуанінгіпоксантинфосфорибозилтрансферази в синтезі пуринових нуклеотидів; його недостатність.
9. Розпад піримідинових нуклеотидів.

10. Розпад пуринових нуклеотидів.

11. Порушення обміну пуринових нуклеотидів. Гіперурікемія, її причини, біохімічні механізми корекції.

12. Порушення обміну піримідинових нуклеотидів. Оротацидурія.

13. Взаємозв’язок між обміном білків та нуклеїнових кислот.

14. Кінцеві продукти катаболізму простих і складних білків (нуклеопротеїнів). Нітрогеновий баланс, його види.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. До пуринових основ відносяться:  
	А. Аденін, гуанін.             С. Цитозин.
	Е. Всі перераховані.

	В. Урацил, тимін.              D. Псевдоурідин.    
	


2. До піримідинових основ відносяться:

	А. Аденін.              С. Урацил, тимін, цитозин.
	Е. Всі перераховані.

	В. Гуанін.                  D. Псевдоурідин.    
	


3. Яка сполука є начальною в біосинтезі аденілової та гуанілової кислот?
	А. Інозинова кислота.

В. Гіпоксантин.
	С. Рибозо-5-фосфат.

D. Карбамоїлфосфат.
	Е. 5-фосфорибозил-1-дифосфат.


4. Яка сполука є джерелом аміногруп при біосинтезі аденілової кислоти з інозинової кислоти?
  А.Аспартат.  В.Глутамін.  С.Гліцин.   D.Аспарагін.   Е. Карбамоїлфосфат.
5. У хворого біль у дрібних суглобах, суглоби збільшені. У сироватці крові підвищений рівень уратів. Обмін яких речовин є порушеним?
	А. Амінокислот.

В. Дисахаридів.
	С. Пуринів.

D. Піримідинів.
	Е. Гліцерину.


6. У хлопчика зі спадковим синдромом Леша-Ніхана виявляються симптоми подагри та нервово-психічні зміни. Порушення якого метаболічного шляху зумовлює розвиток цих симптомів?

           А. Синтезу пуринових нуклеотидів з вільних основ.   

           В. Синтезу пуринових основ з амінокислот.       

           С. Синтезу піримідинових основ з амінокислот.      

           D. Розпаду пуринових основ.   
           Е. Розпаду піримідинових основ.
7. У дитини спостерігається затримка росту та психічного розвитку, з сечею виділяється велика кількість оротової кислоти. Ця хвороба спостерігається в результаті порушення:

           А. Синтезу піримідинових нуклеотидів.   

           В. Розпаду піримідинових нуклеотидів.       

           С. Синтезу пуринових нуклеотидів.      

           D. Розпаду пуринових нуклеотидів.    

           Е. Перетворення рібонуклеотидів в дезоксирібонуклеотиди.

8. У хлопчика, 5 років, з ознаками дитячого церебрального паралічу   лабораторно виявлено підвищену концентрацію сечової кислоти у сироватці крові. Поставлено діагноз – синдром Леша-Ніхана. Генетичний дефект якого ферменту є причиною виникнення цієї патології?   
	А. УДФ-глюкуронілтрансферази.

В. УДФ-глікозилтрансферази.

С. Гіалуронідази.
	D. Лактатдегідрогенази.

Е. Гіпоксантин-гуанінфосфори-

    бозилтрансферази.


9. Похідні птерину – аміноптерин і метатрексат – є конкурентними інгібіторами дигідрофолатредуктази, внаслідок чого вони пригнічують утворення тетрагідрофолієвої кислоти із дигідрофолієвої. Ці препарати призводять до пригнічення міжмолекулярного транспорту одновуглецевих груп. Біосинтез якого нуклеотиду при цьому пригнічується?

           А. ІМФ.     В. УМФ.    С. АМФ.    D. Карбамоїлфосфату.    Е. дТМФ.
10. Дитина, 3 роки, страждає розумовою відсталістю та тяжкою формою мегалобластичної анемії, яка є стійкою до лікування вітамінами В9 і В12. У сечі виявлена оротова кислота. Порушенням синтезу яких речовин обумовлена мегалобластична анемія?
           А. АМФ, ГМФ.     В. ГДФ.      С. АТФ.      D. ГТФ.      Е. УМФ.
11. У хворої збільшені суглоби. В крові підвищений вміст уратів. Назвіть патологію? А. Рахіт.    В. Скорбут.    С. Пелагра.     D. Карієс.     Е. Подагра.
12. Який біохімічний аналіз слід провести для уточнення діагнозу – подагра?          

А. Визначення вмісту амінокислот у крові.   

В. Визначення концентрації сечовини у крові та сечі.       

С. Визначення вмісту креатину в крові.      

D. Визначення активності урікази в крові.    

Е. Визначення рівня сечової кислоти в крові та січі.
ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Визначення вмісту сечової кислоти в біологічних рідинах 
за методом Мюллера та Зейферта. 
Визначення загального азоту в сечі за методом Кьєльдаля. 

Завдання 1. Визначити вміст сечової кислоти в сироватці крові.

Принцип. Метод базується на здатності сечової кислоти відновлювати фосфатно-вольфраматний реактив (реактив Фоліна) з утворенням сполук, інтенсивність забарвлення яких пропорційна концентрації цієї кислоти.
Хід роботи. У центрифужну пробірку вносять по 1,5 мл сироватки крові, води і 20% розчину трихлороцтової кислоти. Перемішують, через 5 хв центрифугують 10 хв при швидкості 3000 об/хв. Беруть дві чисті градуйовані пробірки (дослідну і стандартну), додають у них реактиви відповідно до схеми:

	
	Дослід
	Стандарт

	Центрифугат, що відповідає 0,5 мл сироватки
	1,5 мл
	-

	Стандартний розчин сечової кислоти, 0,2 мг/мл
	-
	0,5 мл

	20% Трихлороцтова кислота
	-
	0,5 мл

	Дистильована вода
	-
	0,5 мл

	Насичений розчин натрію карбонату
	0,7 мл
	0,7 мл

	Реактив Фоліна (обережно!)
	1 крапля
	1 крапля


Через 10 хв обидві проби фотометрують проти води на ФЕК при довжині хвилі 510-560 нм (зелений світлофільтр) у 5 мм кюветі. Вміст сечової кислоти (Х) у ммоль/л в сироватці крові розраховують за формулою: 
Х = (Едосл.×0,01×200)/(Ест.×168), де Едосл. – екстинкція дослідної проби; Ест. – екстинкція стандартної проби; 0,01 – маса сечової кислоти в пробі стандартного розчину, взятого для реакції (мг); 200 – коефіцієнт перерахування на 1 л сироватки крові; 168 – молекулярна маса сечової кислоти.
Завдання 2. Визначити вміст сечової кислоти в сечі.

Принцип. Метод базується на здатності сечової кислоти відновлювати фосфатно-вольфраматний реактив (реактив Фоліна) у фосфатно-вольфра-мову синь, інтенсивність забарвлення якої пропорційна концентрації сечової кислоти. Кількість фосфатно-вольфрамової сині визначають титруванням розчином калію гексаціаноферату (III). Останній окислює фосфатно-вольфрамову синь, і синє забарвлення зникає. 
Хід роботи.  До 1,5 мл сечі додають 1 мл 20% розчину натрію карбонату і 1 мл реактиву Фоліна, перемішують і титрують розчином 0,01 моль/л калію гексаціаноферату (III) до зникнення синього забарвлення. Для розрахування вмісту сечової кислоти в сечі необхідно знати, яка її кількість відповідає 1 мл розчину 0,01 моль/л калію гексаціаноферату (III). Так, якщо на титрування 1,5 мл стандартного розчину сечової кислоти, що містить 0,75 мг цієї кислоти, після додавання 1 мл 20% розчину натрію карбонату і 1 мл реактиву Фоліна витрачено 0,81 мл калію гексаціаноферату (III), тоді його 1 мл відповідає: 0,75/0,81=0,8 г сечової кислоти. Вміст сечової кислоти (У) у мг/добу в сечі розраховують за формулою: У = (0,8×а×в)/1,5, де 0,8 г сечової кислоти відповідає 1 мл калію гексаціаноферату (III); а – кількість калію гексаціаноферату (III), що витрачена на титрування (мл); в – добовий діурез; 1,5 – кількість сечі, взятої для визначення (мл). Коефіцієнт перерахунку в одиниці СІ (ммоль/доба) дорівнює 0,0059.
Клініко-діагностичне значення. Сечова кислота є кінцевим продуктом обміну пуринових нуклеотидів. У нормі концентрація сечової кислоти в сироватці крові становить 0,10-0,40 ммоль/л, а з сечею виділяється 2,36-5,90 ммоль/добу. Підвищений вміст сечової кислоти в крові (гіперурікемія) має місце при багатьох патологічних станах, пов’язаних з посиленим розпадом нуклеопротеїнів (лейкоз, діабет, алергія), при дефектах ферментів фосфорибозилдифосфатсинтетази та гіпоксантингуанінфосфорибозилтрансферази (подагра, синдром Леша-Ніхана), аденінфосфорибозилтрансферази (сечокам’яна хвороба), а также при хворобі Гірке (недостатність глюкозо-6-фосфатази у печінці). Збільшення концентрації сечової кислоти є головним діагностичним критерієм подагри. Очевидно, що при зміщенні реакції середовища в кислу сторону сечова кислота відкладається в тканинах, хрящах, суглобових сумках. Гіпоурікемія та підвищена екскреція гіпоксантину і ксантину можуть бути наслідком недостатності ксантиноксидази, викликаної порушеннями в структурі гену цього фермента, або  результатом пошкодження печінки. Гіпоурікурія спостерігається при подагрі, нефриті, нирковій недостатності; гіперурікурія може спостерігатися при підвищеному надходженні та посиленому розпаді нуклеопротеїнів. У дітей виділяється відносно більше сечової кислоти, ніж у дорослих.

Завдання 3. Визначити загальний азот сечі за методом Кьєльдаля.

Принцип. Сечу спалюють (мінералізують) у концентрованій сульфатній кислоті. При цьому азот усіх органічних і неорганічних сполук у вигляді амоніаку зв’язується із сульфатною кислотою, переходить в амоній сульфат, який, реагуючи з реактивом Несслера, утворює сполуку жовто-оранже-вого кольору. Інтенсивність забарвлення розчину пропорційна концентрації азоту.
Хід роботи. 1. Мінералізація. У пробірку вливають 0,5 мл сечі, додають 0,05 мл конц. сульфатної кислоти. Спалювання здійснюють на піщаній бані: пробірка повинна торкатися тільки верхнього шару піску. Спочатку випаровується вода, сеча набуває бурого забарвлення. Пробірку знімають з бані, дають їй охолонути, додають 2 краплі пергідролю і знов ставлять для спалювання до знебарвлення рідини. Слід перевірити колір рідини у пробірці після її охолодження, оскільки часто рідина, яка здається безбарвною у гарячому стані, при охолодженні темнішає. Після охолодження в пробірку додають 10 мл свіжокип’яченої дистильованої води, нейтралізують 12,5М їдким натром до слабо лужної реакції, яку визначають за зміною кольору лакмусового папірця з червоного на синій. Надлишок основи у разі нейтралізації призводить до помутніння розчину. Недостатність основи спричиняє випадіння солей ртуті з реактиву Несслера, і дослід вважають зіпсованим. 
2. Кольорова реакція (несслеризація). У пробірку додають 0,5 мл реактиву Несслера (калій-меркурію йодид), унаслідок чого вміст пробірки забарвлюється у жовтий колір різної інтенсивності залежно від вмісту азоту.

Паралельно з дослідною пробою обробляють стандартну пробу: 0,2 мл стандартного розчину амонію сульфату; 0,05 мл конц. сульфатної кислоти; 0,3 мл 12,5 М розчину їдкого натру; 0,5 мл реактиву Несслера і 9,8 мл дистильованої води. Дослідну і стандартну проби вимірюють порівняно з контролем на реактиви за довжини хвилі 440-450 нм у 5 мм кюветі. Контроль роблять як стандартну пробу, але замість стандартного розчину амонію сульфату додають воду. Контрольна проба повинна мати легкий жовтуватий відтінок. Більш насичений колір контролю свідчить про наявність у дистильованій воді азоту (амоніаку). Розрахунок здійснюють за формулою: Сд=Сст.×(Ед./Ест.), де Сд – концентрація загального азоту в сечі (ммоль/л); Ед. – екстинкція дослідної проби; Сст. – концентрація загального азоту в стандарті; Ест. – екстинкція стандартної проби.

Клініко-діагностичне значення. За добу людина виділяє 10-17 г азоту, з якого 80-90% припадає на сечовину. За цим показником визначають нітрогеновий баланс організму, а також функціональний стан печінки, нирок та інших органів.
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ЗАНЯТТЯ 8 (2 години)
Тема: Біосинтез нуклеїнових кислот та білків (матричні біосин-тези). Переніс генетичної інформації. Основи молекулярної генетики. 

Актуальність. Одним з головних досягнень сучасної біохімії та її новітніх розділів є розшифровка механізмів біосинтезу нуклеїнових кислот та білка. АМК розташовуються в поліпептидному ланцюгу не хаотично, а в точно визначеній послідовності, яка забезпечує унікальність структури і функцій. Механізм біосинтезу білків повинен мати точну координуючу систему, яка автоматично програмує включення кожного амінокислотного залишку у визначене місце поліпептидного ланцюга. Координуюча система визначає первинну структуру, а вторинна і третинна структури білкової молекули визначаються первинною, її фізико-хімічними властивостями і хімічною будовою. Функції збереження, реалізації та передачі спадкової інформації виконують нуклеїнові кислоти (ДНК, РНК). ДНК виконує функцію но-сія генетичної інформації, передача якої проходить за допомогою більш лабільних, ніж ДНК, структур – РНК. Єдиними речовинами, в яких реалізується генетична інформація, є білкові макромолекули. Процес переносу генетичної інформації визначає розвиток, життєдіяльність організму. Спеціалізація функцій клітин (печінки, мозку, м’язів тощо) залежить від набору білків і, в першу чергу, ферментів, що контролюють обмінні процеси на клітинному рівні. 
Мета. Детально вивчити матричні біосинтези з метою використання отриманих знань для розуміння механізмів регуляції активності генів у прокаріотів та еукаріотів, дії інгібіторів матричних біосинтезів – лікарських препаратів і бактеріальних токсинів, молекулярних механізмів генетичної мінливості, молекулярної патології біосинтезу білків, принципів лікування і профілактики молекулярних захворювань, використання рекомбінантних ДНК та клонування генів в медицині.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Реплікація ДНК; біологічне значення; полуконсервативний механізм реплікації. Відкриття Дж. Уотсона і Фр. Кріка.

2. Загальна схема біосинтезу ланцюгів ДНК. Ферменти реплікації ДНК у прокаріотів та еукаріотів: схема реплікації ДНК.

3. Молекулярні механізми реплікації ДНК, значення антипаралельності ланцюгів ДНК, фрагменти Оказакі. Етапи синтезу дочерніх ланцюгів молекул ДНК.

4. Загальна схема транскрипції РНК. РНК-полімерази прокаріотів та еукаріотів.

5. Етапи і ферменти синтезу РНК. Сигнали транскрипції: промоторні, ініціюючі, термінаторні ділянки геному.
6. Процесінг – посттранскрипційна модифікація РНК. Антибіотики – інгібітори транскрипції.
7. Генетичний (біологічний) код, триплетна структура, властивості.
8. Рибосомальна білоксинтезуюча система, її компоненти. Структура рибосом еукаріотів.
       9. Транспортні РНК і активація амінокислот. Аміноацил-тРНК-синтази.
10. Етапи і механізми трансляції: ініціація, елонгація, термінація. Ініціюючі та термінуючі кодони мРНК.
11. Посттрансляційна модифікація пептидних ланцюгів. Регуляція трансляції. Молекулярні механізми контролю трансляції на прикладі біосинтезу глобіну.
12. Вплив фізіологічно активних речовин на процеси трансляції. Антибіотики – інгібітори трансляції у прокаріотів та еукаріотів, їх використання в медицині.
13. Регуляція експресії генів прокаріотів. Схема за Ф.Жакобом і Ж.Моно: структурні та контрольні гени: промотор, регуляторний ген.
14. Особливості молекулярної організації ДНК та експресія геному еукаріотів (екзони, інтрони; послідовності, які повторюються).
15. Генетичні рекомбінації у прокаріотів (трансформація, трансдукція, кон’югація).

16. Біологічне значення і механізми репарації ДНК. Репарація УФ-індукованих генних мутацій; пігментна ксеродерма.
17. Генна інженерія або технологія рекомбінантних ДНК: загальні поняття, біомедичне значення.
18. Технологія трансплантації генів і отримання гібридних молекул ДНК. Клонування генів з метою отримання біотехнологічних лікарських речовин (гормонів, ферментів, антибіотиків, інтерферонів тощо).
19. Мутації: геномні, хромосомні, генні. Роль у виникненні ензимопатій та спадкових хвороб людини.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Назвіть мінорну сполуку, яка приймає участь в утворенні «кепу» в мРНК.  
	А. 7-Метилгуанозин.
	D. 7-Метиладенозин.

	В. 1-Метиладенозин.

С. 5-Оротоурідин.  
	Е. Метилцитозин




2. До біологічних функцій ДНК відноситься:
	А. Зберігання спадкової інформації.
	D. Зберігання і передача інформації.

	В. Передача генетичної 
     інформації нащадкам.

С. Реалізація генетичної інформації.  
	Е. Все перераховане.



3. Синтез праймера – фрагменту РНК – відбувається на стадії:

   А. Ініціації.   В. Елонгації.   С. Термінації.    D. Реплікації.    Е. Трансляції.
4. Амінокислота в ході синтезу аміно-ацил-тРНК приєднується до:

	А. Антикодону.
	С.3`-Кінця тРНК.
	Е. 3`-Кінця мРНК.

	В. Кодону.
	D. 5`-Кінця тРНК.
	


5. Антибіотик рифампіцин, який використовують для лікування туберкульозу, впливає на деякі біохімічні процеси. Назвіть їх.
           А. Інгібує ДНК-полімеразу на стадії ініціації.   
           В. Інгібує РНК-полімеразу на стадії ініціації.  
           С. Інгібує ДНК-лігазу.  

           D. Інгібує аміноацил-тРНК-синтетазу.    
           Е. Інгібує дію білкових факторів в синтезі білка.
6. У хворих пігментною ксеродермою шкіра дуже чутлива до сонячного світла, може розвитися рак шкіри. Причина – спадкова недостатність ферменту УФ-ендонуклеази. Внаслідок якого дефекту порушується процес? 
	А. Реплікації ДНК .
	С. Репарації ДНК.
	Е. Зворотної транскрипції.

	В. Транскрипції.
	D. Трансляції.
	


7. У клінічній практиці знайшли широкого використання антибіотики - інгібітори синтезу нуклеїнових кислот і білків. Яку реакцію або процес гальмує тетрациклін?
           А. Елонгацію поліпептидного ланцюга в прокаріотів  та еукаріотів.   
           В. Ініціацію трансляції в прокаріотів.  
           С. Зв’язування аміноацил-тРНК в А-центрі рибосом прокаріотів.  

           D. Ініціацію транскрипції в прокаріотів.    
           Е. Пептидилтрансферазну реакцію процесу трансляції в прокаріотів.
8. Віддалення з ланцюга ДНК зміненої азотної основи досягається узгодженою дією всіх перерахованих нижче ферментів, крім: 
	А. РНК-залежної-ДНК-полімерази.
	D. Ендонуклеази.

	В. ДНК-полімерази.

С. ДНК-глікозидази.
	Е. ДНК-лігази.


9. Хворому з бешихистим запаленням лікар призначил еритроміцин, який зв’язується з 50S-субодиницею рибосом і блокує транслоказу. Інгібування синтезу білка в прокаріотів еритроміцином відбувається на стадії: 
	А. Термінації. 
В. Активації амінокислот.
	D. Посттрансляційній модифікації білків.

Е. Ініціації.

	С. Елонгації.
	


10. Робітниця хімічного підприємства внаслідок порушення правил безпеки роботи піддалася дії азотистої кислоти та нітритів, які викликають дезамінування цитозину в молекулі ДНК. Який фермент запускає ланцюг репараційних процесів?  
	А. ЦТФ-синтетаза. 
В. ДНК-залежна-РНК-полімераза.
	D. Аміноацил-тРНК-синтетаза.

Е. Глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа.

	С. Урацил-ДНК-глікозидаза.
	


11. У юнака, 20 років, за допомогою полімеразної реакції поставлений діагноз ВІЛ-інфекція. Укажіть, що є основним в цій реакції.
	А. Генетична рекомбінація. 
В. Ампліфікація генів.
	D. Генна мутація.

Е. Хромосомна мутація.

	С. Транскрипція.
	


12. Для уточнення діагнозу лікар рекомендував хворому ДНК-діагностику. Відомо, що при цьому використовують синтетичні праймери, до складу яких входять: 
	А. Дезоксирибонуклеотиди. 
В. Рибонуклеотиди.
	D. Піримідинові нуклеотиди.

Е. Пуринові нуклеотиди.

	С. Амінокислоти.
	


13. Взаємодія тРНК з амінокислотами з утворенням аміноацил-тРНК потребує:    А. НАД.    В. ФАД.    С. АТФ.    D. АМФ.    Е. Вітамін В1. 
14. Ділянки ДНК, які несуть інформацію про структуру білка, називають:

           А. Інтрони.   В. Екзони.  С. Гістони.  D. Оперони.    Е. Кодони.
15. Аномальний гемоглобін М з’явився в результаті заміни в β-ланцюгу глобіну амінокислоти валіну на глутамат в 6 положенні. Якого типу мутація в ДНК?   
	А. Місенс-мутація. 
В. Делеція одного нуклеотиду.
	D. Делеція трьох нуклеотидів.

Е. Вставка трьох нуклеотидів.

	С. Вставка одного нуклеотиду.
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ЗАНЯТТЯ 9 (4 години)
Тема: Обмін білків та нуклеїнових кислот (підсумковий модульний контроль № 4, підсумкові модулі 11, 12, 13, 16).
ПЕРЕЛІК ПИТАНЬ

ДО ПІДСУМКОВОГО МОДУЛЬНОГО КОНТРОЛЮ № 4

1. Роль білкових речовин в життєдіяльності організму.

2. Норми білка в харчуванні. Повноцінні та неповноцінні білки. Замінні, незамінні, умовно або частково замінні амінокислоти.

3. Нітрогеновий баланс, його види.

4. Біологічний сенс перетравлення білків.

5. Основні етапи ентерального обміну білків.

6. Ферменти, що беруть участь у перетравленні білків.  Механізми їх активації.
7. Хімічний склад шлункового соку. Види кислотності шлункового соку, методи визначення. Роль HCl шлункового соку.
8. Механізм всмоктування амінокислот у кишечнику.
9. Біохімічні механізми регуляції травлення білків. Гормони шлунково-кишкового тракту.
10. Порушення травлення білків в шлунково-кишковому тракті. Парентеральне харчування.
11. Гниття, механізми знешкодження продуктів гниття білків у кишечнику.
12. Аміни, що утворюються у кишечнику при гнитті з діаміномонокарбонових кислот, їх знешкодження.
13. Токсичні речовини, які утворюються у кишечнику при гнитті з тирозину та фенілаланіну, їх знешкодження.
14. Токсичні речовини, які утворюються у кишечнику при гнитті з триптофану, їх знешкодження.
15. Тканинний протеоліз. Дія, властивості та класифікація катепсинів.
16. Схема основних шляхів надходження та використання амінокислот-ного пулу тканин. Основні класи органічних сполук, що утворюються з амінокислот.
17. Загальні шляхи перетворення амінокислот.
18. Декарбоксилування амінокислот: ферменти, фізіологічне  значення.
19. Біогенні аміни: реакції утворення,  роль. Механізми знешкодження біогенних амінів.
20. Основні шляхи дезамінування амінокислот в тканинах людини.
21. Пряме й непряме дезамінування L-амінокислот. Механізм дії та роль оксидаз і глутаматдегідрогенази.
22. Трансамінування амінокислот. Механізм дії амінотрансфераз, їх роль в обміні амінокислот, клінічне значення визначення у крові.
23. Реакція відновного амінування α-кетоглутарової кислоти, її роль.
24. Шляхи утворення амоніаку в організмі, його дія.
25. Транспорт амоніаку із тканин у печінку та нирки. Реакції утворення глутаміну та аспарагіну, їх роль. Роль аланіну в транспорті амоніаку.
26. Механізми тимчасового та кінцевого знешкодження амоніаку.
27. Утворення амонійних солей у нирках, значення процесу.
28. Орнітиновий цикл утворення сечовини у печінці: ферментні реакції, роль. Генетичні дефекти ферментів циклу (ензимопатії).
29. Гіперамоніємія: її причини, прояви, наслідки
30. Схема шляхів обміну безнітрогенових залишків амінокислот в організмі, зв'язок з циклом Кребса.

31. Глікогенні та кетогенні амінокислоти.
32. Фізіологічне значення та регуляція процесів глюконеогенезу з амінокислот.
33. Обмін фенілаланіну та тирозину, порушення,  шляхи корекції.

34. Обмін триптофану, порушення, шляхи корекції.
35. Обміну гліцину та серину. Глутатіон як продукт обміну амінокислот, його структура, роль.
36. Обмін аргініну. Оксид азоту як продукт обміну аргініну, роль.
37. Обмін сірковмісних амінокислот.
38. Обмін дикарбонових амінокислот.

39. Обмін валіну, лейцину, ізолейцину. Хвороба «кленового сиропу».
40. Обмін креатину, його роль, порушення. Креатинфосфокіназа: ізоформи, клініко-діагностичне значення їх визначення у сироватці крові.
41. Спадкові порушення обміну амінокислот та біохімічні методи їх визначення, можливість корекції.
42. Нуклеотиди, їх структура та роль в організмі.
43. Перетравлення й всмоктування нуклеопротеїнів.
44. Синтез піримідинових нуклеотидів. Регуляція. Порушення.
45. Синтез пуринових нуклеотидів. Регуляція. Порушення.
46. Синтез дезоксирибонуклеотидів.
47. Роль карбамоїлфосфату в обміні білків та нуклеотидів.
48. Розпад піримідинових нуклеотидів.
49. Розпад пуринових нуклеотидів. Гіперурікемія. Її причини, біохімічні механізми корекції.
50. Взаємозв’язок між обміном білків та нуклеїнових кислот.
51. Реплікація ДНК; біологічне значення; полуконсервативний механізм реплікації. Відкриття Дж. Уотсона і Фр. Кріка.
52. Загальна схема біосинтезу ланцюгів ДНК. Схема реплікації ДНК.
53. Молекулярні механізми реплікації ДНК, значення антипаралель-ності ланцюгів ДНК, фрагменти Оказакі. Етапи синтезу дочірніх ланцюгів молекул ДНК.
54. Загальна схема транскрипції РНК. РНК-полімерази прокаріотів та еукаріотів.
55. Етапи і ферменти синтезу РНК. Сигнали транскрипції: промоторні, ініціюючі, термінаторні ділянки геному.
56. Процесінг – посттранскрипційна модифікація РНК. Антибіотики – інгібітори транскрипції.
57. Генетичний (біологічний) код; триплетна структура коду, його властивості.
58. Рибосомальна білоксинтезуюча система, її компоненти. Структура рибосом еукаріотів.
59. Транспортні РНК і активація амінокислот. Аміноацил-тРНК-синтетази.
60. Етапи і механізми трансляції. Ініціюючі та термінуючі кодони мРНК; роль білкових факторів рибосом у трансляції.
61. Посттрансляційна модифікація пептидних ланцюгів. Регуляція трансляції. Молекулярні механізми контролю трансляції на прикладі біосинтезу глобіну.
62. Вплив фізіологічно активних речовин на процеси трансляції. Антибіотики – інгібітори трансляції у прокаріотів та еукаріотів, їх використання в медицині.
63. Регуляція експресії генів прокаріотів. Схема за Ф.Жакобом і Ж.Моно.
64. Особливості молекулярної організації ДНК та експресія геному еукаріотів.
65. Генетичні рекомбінації в прокаріотів (трансформація, трансдукція, кон’югація).

66. Біологічне значення і механізми репарації ДНК. Репарація УФ-індукованих генних мутацій; пігментна ксеродерма.
67. Генна інженерія або технологія рекомбінантних ДНК. Біомедичне значення.
68. Технологія трансплантації генів і отримання гібридних молекул ДНК. Клонування генів з метою отримання біотехнологічних лікарських речовин (гормонів, ферментів, антибіотиків, інтерферонів тощо).
69. Мутації: геномні, хромосомні, генні. Роль у виникненні ензимопатій та спадкових хвороб людини.
МОДУЛЬ 5

ВОДНО-СОЛЬОВИЙ І МІНЕРАЛЬНИЙ ОБМІН. 
БІОХІМІЯ КРОВІ ТА СЕЧІ. БІОХІМІЯ ТКАНИН.
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ЗАНЯТТЯ 1 (4 години)
         Тема: Водно-сольовий і мінеральний обмін. Регуляція. Порушення.  
          Актуальність. Поняття водно-сольовий і мінеральний обмін неоднозначні. Говорячи про водно-сольовий обмін, мають на увазі обмін основних мінеральних електролітів і, насамперед, обмін води та NaCl. Вода та розчинні в ній мінеральні солі складають внутрішнє середовище організму людини, створюючи умови для протікання біохімічних реакцій. В підтриманні водно-сольового гомеостазу важливу роль відіграють нирки і система гормонів, що регулюють їх функцію (вазопресин, альдостерон, передсердний натрій-уретичний фактор, ренін-ангіотензинова система). Основними параметрами рідкого середовища організму є осмотичний тиск, рН і об’єм. Осмотичний тиск і рН міжклітинної рідини та плазми крові практично однакові, а значення рН клітин різних тканин може бути різним. Підтримка гомеостазу забезпечується сталістю осмотичного тиску, рН та об’єму міжклітинної рідини та плазми крові. Знання про водно-сольовий обмін та методи корекції основних параметрів рідкого середовища організму є вельми необхідним для діагностування, лікування й прогнозу таких порушень водно-сольового гомеостазу як дегідратація або набряки, підвищення або зниження  кров'яного  тиску, шок, ацидоз, алкалоз. 
Мінеральним обміном називають обмін  будь-яких мінеральних компонентів організму, у тому числі й таких, що не  впливають на основні параметри рідкого середовища, але виконують різноманітні функції, пов'язані з каталізом, регуляцією, транспортом і запасанням  речовин, структуруванням макромолекул тощо. Знання про мінеральний обмін та методи його вивчення є необхідним для діагностування, лікування й прогнозу екзогенних (первинних) та ендогенних (вторинних) порушень.

 Мета. Ознайомитися з функціями води в процесах життєдіяльності, які обумовлені особливостями її фізико-хімічних  властивостей і хімічної  будови; вивчити вміст і розподіл води в організмі, тканинах, клітинах; стан води; обмін води. Мати уявлення про водний пул (шляхи надходження й виведення води  з організму); воду екзогенну та ендогенну (метаболічну); вміст води в організмі, добову потребу, вікові особливості. Ознайомитися з регуляцією загального об’єму води в організмі та її переміщенням між окремими рідинними просторами, можливими порушеннями. Вивчити та вміти охарактеризувати макро-, оліго-, мікро- і ультрамікробіогенні елементи, їх  загальні та специфічні функції; електролітний склад організму; біологічну роль основних  катіонів і аніонів; роль натрію й калію. Ознайомитися з фосфатно-кальцієвим обміном, його регуляцією, порушенням. Визначити роль і обмін  заліза, міді, кобальту, цинку, йоду, фтору, селену та інших біогенних елементів. Вивчити  добову потребу організму в мінеральних речовинах, їх всмоктування та виведення з організму, можливість і форми депонування, порушення. Ознайомитися з методами кількісного визначення кальцію та фосфору у сироватці крові та їх клініко-біохімічним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ
ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Біологічне значення води, її вміст, добова потреба організму. Вода екзогенна та ендогенна.
2. Властивості та біохімічні функції води. Розподіл та стан води в організмі.
3. Обмін води в організмі, вікові особливості, регуляція.
4. Водний баланс організму та його види.
5. Роль шлунково-кишкового тракту в обміні води.
6. Функції мінеральних солей в організмі.
7. Нейрогуморальна регуляція водно-сольового обміну.
8. Електролітний склад рідин організму, його регуляція.
9. Мінеральні речовини організму людини, їх вміст, роль.
10. Класифікація біогенних елементів, їх роль.
11. Функції та обмін натрію, калію, хлору.
12. Функції та обмін заліза, міді, кобальту, йоду, цинку, фтору, селену.
13. Фосфатно-кальцієвий обмін, роль гормонів та вітамінів в його регуляції. Мінеральні та органічні фосфати. Фосфати сечі.
14. Роль гормонів та вітамінів в регуляції мінерального обміну.
15. Патологічні стани, пов'язані з порушенням обміну мінеральних речовин.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. У хворого з організму за добу води виділяється менше, ніж її поступає. Яке захворювання може призвести до такого стану?
	А. Захворювання нирок.
	С. Панкреатит.
	Е. Інфаркт міокарду.

	В. Гепатит.
	D. Інфекційні хвороби.
	


2. Виникнення хвороби Аддісона-Бірмера (злоякісна гіперхромна анемія) пов’язано з дефіцитом вітаміну В12. Виберіть  метал, який входить до складу цього вітаміну:  А. Цинк.   В. Кобальт.   С. Молібден.   D. Магній.    Е. Залізо.
3. Іони кальцію належать до вторинних посередників у клітинах. Вони активують катаболізм глікогену взаємодіючи з:
	А. Кальмодуліном.
	С. Кальциферолом.
	Е. Фосфоліпазою С.

	В. Кальцитоніном.
	D. Глутаміном.
	


4. У хворого вміст калію у плазмі крові складає 8 ммоль/л (норма 3,6-5,3 ммоль/л). При цьому стані спостерігається:
	А. Тахікардія.
	   С. Зниження артеріального тиску.
   D. Підвищення артеріального тиску.


	В. Аритмія, зупинка серця.
	


5. Який електроліт визначає осмотичний тиск крові?
           А. Калій.      В. Кальцій.       С. Магній.      D. Цинк.     Е. Натрій.
6. Укажіть гормон, який більш всього впливає на вміст натрію та калію у сироватці крові?
   А.  Кальцитонін   В. Гістамін  С. Альдостерон  D. Тироксин Е. Паратирин

7. Які з перерахованих елементів є олігобіогенними?

	А. Золото, срібло, вольфрам.

В. Мідь, цинк, кобальт.    
	D. Йод, бром, фтор.

Е. Нікель, молібден.

	С. Калій, натрій, магній.
	


8. При значному послабленні серцевої діяльності виникають набряки. Укажіть, яким у даному випадку буде водний баланс організму.
А. Позитивний.        В. Негативний.      С. Динамічна рівновага.
9. Ендогенна вода утворюється в організмі в результаті реакцій:
	А. Відновлення.
	С. Карбоксилування.
	Е. Гідроксилування.

	В. Декарбоксилування.
	D. Окислення.
	


10. Хворий звернувся до лікаря зі скаргами на поліурію та спрагу. При аналізі сечі встановлено, що добовий діурез становить 10 л, відносна щільність сечі складає 1,001 (норма 1,012-1,024). Для якого захворювання є характерними такі показники? 
	А. Цукрового діабету.
	С. Тиреотоксикозу.
	Е. Нецукрового діабету.

	В. Стероїдного діабету.
	D. Акромегалії.
	


11. Укажіть, які показники характеризують нормальний вміст кальцію у крові (ммоль/л)? 
	А. 1,50-1,75. 
	В. 1,75-2,00.
	С.2,25-2,75.
	D. 3,0-4,5.
	Е. 0,65-1,60.


12. Під час операції на щитовидній залозі з приводу дифузного токсичного зобу помилково віддалили паращитовидні залози. Виникли судоми, тетанія. Обмін якого біогенного елементу порушився при цьому?
           А. Магнію.    В. Кальцію.   С. Калію.     D. Заліза.    Е. Натрію.
13. Добова потреба у воді (мл/кг) для дорослої людини складає:
          А. 30-50.      В.  75-100.       С. 75-80.      D. 100-120. 
14. У хворого, 27 років, виявлено патологічні зміни печінки та головного мозку. В плазмі крові спостерігається різке зниження, а у сечі – підвищення вмісту міді. Попередній діагноз – хвороба Коновалова-Вільсона. Активність якого ферменту необхідно дослідити для підтвердження діагнозу?  
	А. Карбоангідрази.
	С. Алкогольдегідрогенази.
	Е. Церулоплазміну. 

	В. Ксантиноксидази.
	D. Лейцинамінопептидази.
	


15. Відомо, що у деяких біогеохімічних зонах розповсюджено захворювання ендемічний зоб. Дефіцит якого елементу є причиною цього захворювання?              

              А. Заліза.     В. Йоду.      С. Цинку.     D. Міді.     Е. Кобальту.
16. Скільки мл ендогенної води утворюється в організмі людини протягом доби при раціональному харчуванні? 
            А. 50-75.   В. 100-120.    С. 150-250.    D. 300-400.    Е. 500-700. 

ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Кількісне визначення кальцію та неорганічного фосфору 
в сироватці крові 

Завдання 1. Визначити вміст кальцію в сироватці крові.

Принцип. Кальцій сироватки крові зсаджують насиченим розчином щавлевокислого амонію [(NН4)2C2O4] у вигляді щавлевокислого кальцію (СаС2О4). Останній переводять сульфатною кислотою у щавлеву (Н2С2О4), яку титрують розчином KMnO4.

          Хід роботи. У центрифужну пробірку додають 1 мл сироватки крові та 1 мл розчину [(NН4)2C2O4]. Залишають стояти 30 хв та центрифугують. Кристалічний осад  щавлевокислого  кальцію збирається при цьому на дні пробірки. Прозору рідину над осадом виливають. До осаду приливають 1-2 мл дистильованої води, перемішують скляною паличкою і знов центрифугують, після цього рідину над осадом виливають. До пробірки з осадом додають 1мл 1н H2SO4, добре перемішують скляною паличкою і ставлять пробірку до водяної бані при температурі 50-700С. Осад при цьому розчинюється. Вміст пробірки титрують у гарячому  вигляді 0,01н розчином KMnO4 до появи рожевого забарвлення, яке не зникає протягом 30 с. Кожному мл КМnO4 відповідає 0,2 мг Са. Вміст кальцію (Х) в мг% у сироватці крові розраховують за формулою:  Х= 0,2×А×100, де А -  об’єм КМnО4, який пішов на титрування. Вміст кальцію в  сироватці крові в ммоль/л -  вміст в мг% ( 0,2495.

Клініко-діагностичне значення. У нормі концентрація кальцію в сироватці крові становить 2,25-2,75 ммоль/л (9-11 мг%). Підвищення концентрації кальцію в сироватці крові (гіперкальціємію) спостерігають при гіпервітамінозі Д, гіперпаратиреозі, остеопорозі. Зниження концентрації кальцію (гіпокальціємію) – при гіповітамінозі Д (рахіт), гіпопаратиреозі, хронічній нирковій недостатності.
Завдання 2. Визначити вміст неорганічного фосфору в сироватці крові.

Принцип. Неорганічний фосфор, взаємодіючи з молібденовим реактивом у присутності аскорбінової кислоти, утворює молібденову синь, інтенсивність забарвлення якої пропорційна вмісту неорганічного фосфору. 

Хід роботи. У пробірку додають 2 мл сироватки крові, 2 мл 5% розчину трихлороцтової кислоти, перемішують та залишають на 10 хв для осадження білків, після чого фільтрують. Потім у пробірку відмірюють 2 мл отриманого фільтрату, що відповідає 1 мл сироватки крові, додають 1,2 мл молібденового реактиву, 1 мл 0,15% розчину аскорбінової кислоти і доливають водою до 10 мл (5,8 мл). Ретельно перемішують і залишають на 10 хв для розвитку забарвлення. Колориметрують на ФЕК при червоному світлофільтрі. За калібрувальною кривою знаходять кількість неорганічного фосфору та розраховують його вміст (У) в пробі у ммоль/л за формулою:                           У=(А×1000)/31, де А – вміст неорганічного фосфору в 1 мл сироватки крові (за калібрувальною кривою); 31 – молекулярна маса фосфору; 1000 - коефіцієнт перерахунку на літр.

Клініко-діагностичне значення. У нормі концентрація фосфору в сироватці крові становить 0,8-1,48 ммоль/л (2-5 мг%). Підвищення концентрації фосфору в сироватці крові (гіперфосфатемію) спостерігають при нирковій недостатності, гіпопаратиреоїдизмі, передозуванні вітаміну Д. Зниження концентрації фосфору (гіпофосфатемію) – при порушенні його всмоктування в кишечнику, галактоземії, рахіті.
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ЗАНЯТТЯ 2 (2 години)
Тема: Функції крові. Фізико-хімічні властивості і хімічний склад крові. Буферні системи, механізм дії та роль в підтриманні кислотно-лужного стану організму. Білки плазми крові, їх роль. Кількісне визначення загального білка у сироватці крові. 

Актуальність. Кров – це рідка сполучна тканина, що складається з клітин (формених елементів) і міжклітинного рідкого середовища – плазми. Кров виконує транспортну, осморегуляторну, буферну, знешкоджувальну, захисну, регуляторну, гемостатичну та інші функції. Склад плазми крові є дзеркалом метаболізму, тому що зміни концентрації метаболітів у клітинах, навіть якщо вони відбуваються в окремих органах, відбиваються на їх концентрації в крові; склад плазми крові змінюється також при порушенні проникності клітинних мембран. За цією причиною, а також у зв’язку з доступністю проб крові для аналізу, її дослідження широко використовується для діагностики захворювань і контролю ефективності лікування. Кількісне та якісне дослідження білків плазми крові, крім специфічної нозологічної інформації, дає уявлення про стан білкового обміну в цілому.  Показник концентрації водневих іонів у крові (рН) є однією з найбільш строгих хімічних констант організму. Він відбиває стан метаболічних процесів, залежить від функціонування багатьох органів і систем. Порушення кислотно-лужного стану крові супроводжують багаточисленні патологічні процеси і є причиною важких розладів життєдіяльності організму. Тому своєчасна їх корекція є необхідним компонентом терапевтичних заходів. 
Мета. Ознайомитися з функціями, фізико-хімічними властивостями крові; кислотно-лужним станом та його основними показниками. Вивчити буферні системи крові та механізм їх дії; порушення кислотно-лужного стану організму (ацидоз, алкалоз), їх форми та види. Сформувати уявлення про білковий склад плазми крові, охарактеризувати білкові фракції та окремі білки, їх роль, порушення та методи визначення. Ознайомитися з методами кількісного визначення загального білка у сироватці крові, окремих фракцій білків та їх клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Функції крові в життєдіяльності організму.
2. Фізико-хімічні властивості крові, сироватки, лімфи: рН, осмотичний та онкотичний тиск, відносна щільність, в’язкість.
3. Кислотно-лужний стан крові, його регуляція. Основні показники, що відображають його порушення. Сучасні методи визначення КЛС крові.
4. Буферні системи крові. Їх роль у підтримці кислотно-лужного стану.
5. Ацидоз: види, причини, механізми розвитку.
6. Алкалоз: види, причини, механізми розвитку.
7. Білки крові: вміст, функції, зміни вмісту при патологічних станах.
8. Основні фракції білків плазми крові. Методи дослідження.
9. Альбуміни, фізико-хімічні властивості, роль.
10. Глобуліни, фізико-хімічні властивості,  роль.
11. Імуноглобуліни крові, структура, функції.
12. Гіпер-, гіпо- , дис- та парапротеїнемії, причини виникнення.
13. Білки гострої фази. Клініко-діагностичне значення їх визначення.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Які з перелічених величин рН відповідають нормальним значенням в артеріальній крові?
        А. 7,25-7,31.    В. 7,40-7,55.   С. 7,35-7,45.    D. 6,59-7,0.    Е. 4,8-5,7.
2. Якими механізмами забезпечується сталість рН крові?
	А. Виведенням СО2 легенями.
В. Буферними системами.
	D. Метаболізмом речовин.
Е. Всіма переліченими.

	С. Секрецією іонів водню нирками.
	


3. Яка причина розвитку метаболічного ацидозу?

         А. Збільшення продукції та зниження окислення кетонових тіл.  
         В. Збільшення продукції та зниження окислення лактату.
         С. Втрата основ. 
         D. Неефективна секреція іонів водню, затримка кислот.  
         Е. Все перелічене.
4. Яка причина розвитку метаболічного алкалозу?

	А. Некомпенсовані втрати іонів водню, «нелетучих»  
     кислот.

В. Втрата калію.   
	С. Затримка основ.

D. Введення основ. 

Е.  Все перелічене.  


5. Значні втрати шлункового соку внаслідок блювоти обумовлює розвиток:  
	А. Дихального алкалозу.
В. Метаболічного алкалозу.
	С. Дихального  ацидозу.
D. Метаболічного ацидозу.


6. Значні порушення кровообігу внаслідок шоку обумовлюють розвиток:
	А. Метаболічного ацидозу.
В. Дихального ацидозу.
	С. Дихального  алкалозу.
D. Метаболічного алкалозу.


7. Пригнічення дихального центру головного мозку наркотичними препаратами призводить до:
	А. Дихального ацидозу.

В.Метаболічного ацидозу.
	D. Дихального алкалозу.
Е. Метаболічного алкалозу.

	С. Гіперглікемії.
	



8. У хворого на цукровий діабет значення рН крові змінилося до 7,3. Компоненти якої буферної системи використовуються для діагностики розладів кислотно-лужної рівноваги?
	А. Фосфатної.
	С. Оксигемоглобінової.
	Е. Білкової.

	В. Бікарбонатної.
	D. Гемоглобінової.
	


9. У пацієнта спостерігається закупорювання мокротою дихальних шляхів. Яке порушення кислотно-лужного стану можна визначити в крові? 
	А. Респіраторний ацидоз.
В. Метаболічний ацидоз.
	D. Респіраторний алкалоз.

Е. Метаболічний алкалоз.

	С. Кислотно-лужний стан в нормі.
	


10. Хворому з тяжкою травмою підключили апарат штучного дихання. Після повторних визначень показників кислотно-лужного стану виявили зниження в крові вмісту діоксиду углерода та підвищення його виведення. Для якого порушення кислотно-лужного стану характерні такі зміни? 
	А. Респіраторного алкалозу.
	С. Метаболічного алкалозу.

	В. Респіраторного ацидозу.
	D. Метаболічного ацидозу.


11. Назвіть буферну систему крові, якій належить найбільше значення у регуляції кислотно-лужного гомеостазу?  
	А. Фосфатна.

В. Білкова.
	С. Гемоглобінова.
D. Бікарбонатна.


12. Яка буферна система крові виконує важливу роль у підтримці рН сечі? 
        А. Фосфатна.    В. Гемоглобінова.  С. Гідрокарбонатна.    D. Білкова.               

13. Які фізико-хімічні властивості крові забезпечують наявні в ній електроліти? 
	А. Онкотичний тиск.
	С. ШОЕ.
	Е. В’язкість.

	В. Активна реакція крові.
	D. Осмотичний тиск.
	


14. При обстеженні хворого виявлено гіперглікемію, глюкозурію, гіперкетонемію і кетонурію, поліурію. Який тип кислотно-лужного стану спостерігається у даному випадку? 
	А. Респіраторний алкалоз.

В. Метаболічний ацидоз.
	D. Респіраторний ацидоз.

Е. Кислотно-лужний стан не порушений.

	С. Метаболічний алкалоз.
	


15. Людина у стані спокою примушує себе дихати часто та глибоко протягом 3-4 хв. Як це вплине на кислотно-лужний стан організму?    
	А. Метаболічний ацидоз.

В. Метаболічний алкалоз.
	D. Респіраторний ацидоз.

Е. Кислотно-лужний стан не зміниться.

	С. Респіраторний алкалоз.
	


16. Який білок плазми крові зв’язує та транспортує мідь?
	А. Трансферин.
	С. С-реактивний білок.
	Е. Калікреїн.

	В. Брадикінін.
	D. Церулоплазмін.
	


17. У плазмі крові пацієнта вміст загального білка знаходиться у межах норми. Які з приведених показників (г/л) характеризують фізіологічну норму?

            А. 35-45.    В. 50-60.    С. 55-70.    D. 65-85.    Е. 85-95.
18. Яка фракція глобулінів крові забезпечує гуморальний імунітет, виконуючи роль антитіл?  
	А. α1-Глобуліни.
	С. γ-Глобуліни.
	Е. α2-Макроглобуліни.

	В. β-Глобуліни.
	D. Кріоглобулін.
	


19. У хворого, який переніс гепатит С та постійно вживав алкоголь, з’явилися ознаки цирозу печінки з асцитом та набряками нижніх кінцівок. Які зміни у складі крові зіграли основну роль у розвитку набряків? 
	А. Гіпоглобулінемія.
	С. Гіпокаліємія.
	Е. Гіпохолестеринемія.

	В. Гіпоальбумінемія.
	D. Гіпоглікемія.
	


20. На яких фізико-хімічних властивостях базується метод визначення електрофоретичного спектру білків крові?
	А. В’язкість.
В. Наявність заряду.
	D. Гідрофільність та здатність до
     набрякання.   

	С. Нездатність до денатурації.
	Е. Оптична активність.


ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Кількісне визначення загального білка у сироватці крові 
біуретовим методом

Завдання. Визначити вміст загального білка у сироватці крові.

           Принцип. Білок реагує у лужному середовищі з розчином сульфату міді, який містить калій-натрій тартрат, NaI і KI (біуретовий реагент), формуючи фіолетово-голубий комплекс. Оптична щільність цього комплексу пропорційна концентрації білка у пробі.

           Хід роботи. У дослідну пробу додати 25 мкл сироватки крові (без гемолізу), 1 мл біуретового реагенту, який містить: 15 ммоль/л калій-натрій тартрату, 100 ммоль/л йодиду натрію, 15 ммоль/л йодиду калію та 5 ммоль/л сульфату міді. До стандартної проби додати 25 мкл стандарту загального білка (70 г/л) та 1 мл біуретового реагенту. У третю пробірку додати 1 мл біуретового реагенту. Усі пробірки добре перемішати та інкубувати протягом 15 хв при температурі 30-37°С. Залишити на 5 хв при кімнатній температурі. Виміряти оптичну щільність проби та стандарту проти біуретового реагенту при 540 нм. Концентрацію загального білка (Х) в г/л розрахувати за формулою: Х=(Сст.×Апр.)/Аст., де Сст. – концентрація загального білка у стандартній пробі (г/л); Апр. – оптична щільність проби; Аст. – оптична щільність стандартної проби.
Клініко-діагностичне значення. Вміст загального білка у плазмі крові дорослих людей складає 65-85 г/л; у плазмі крові за рахунок фібриногену білка міститься на 2-4 г/л більше, ніж у сироватці крові. У новонароджених кількість білків плазми крові складає 50-60 г/л і протягом першого місяця трохи знижується, а у три роки досягає рівня дорослих людей. Збільшення або зменшення вмісту загального білка плазми крові та окремих фракцій може бути обумовлено багатьма причинами. Ці зміни не є специфічними, а відображають загальний патологічний процес (запалення, некроз, новоутворення), динаміку, тяжкість захворювання. За їх допомогою можна оцінити ефективність лікування. Зміни вмісту білка можуть виявлятися у вигляді гіпер- та гіпопротеїнемії. Гіпопротеїнемія спостерігається при недостатньому надходженні білків до організму, недостатності перетравлення та всмоктування харчових білків, порушенні синтезу білків в печінці, захворюваннях нирок з нефротичним синдромом. Гіперпротеїнемія спостерігається при порушенні гемодинаміки та згущенні крові, втраті рідини при дегідратаціях (діарея, блювота, нецукровий діабет), у перші дні тяжких опіків, післяопераційний період та ін. Заслуговує на увагу не тільки гіпо- або гіперпротеїнемія, а й такі зміни як диспротеїнемія (співвідношення альбумінів та глобулінів змінюється при сталому вмісті загального білка) і парапротеїнемія (поява аномальних білків – С-реактивний білок, кріоглобулін) при гострих інфекційних захворюваннях, запальних процесах та ін.
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ЗАНЯТТЯ 3 ( 2 години)
 Тема: Біохімічний склад крові в нормі та при патології.  Ферменти плазми крові. Небілкові органічні речовини плазми крові – нітроген-вмісні та безнітрогенові. Неорганічні компоненти плазми крові. Калікреїн-кінінова система. Визначення залишкового нітрогену.

Актуальність. При видаленні формених елементів із крові залишається плазма, а при видаленні з неї фібриногену – сироватка. Плазма крові є складною системою. В ній міститься більш ніж 200 білків, які відрізняються за фізико-хімічними і функціональними властивостями. Серед них - профер-менти, ферменти, інгібітори ферментів, гормони, транспортні білки, фактори коагуляції і антикоагуляції, антитіла, антитоксини та інші. Крім того плазма крові містить небілкові органічні речовини та неорганічні компоненти. Більшість патологічних станів, вплив факторів зовнішнього та внутрішнього середовища, застосування фармакологічних засобів супроводжуються, як правило, зміною вмісту окремих компонентів плазми крові. Отже, за результатами аналізу крові можна охарактеризувати стан здоров'я людини, протікання адаптаційних процесів та ін.
Мета. Ознайомитися з біохімічним складом крові в нормі та при патології. Охарактеризувати ферменти крові: їх походження та значення визначення їх активності для діагностики патологічних станів. Визначити,  які речовини складають загальний та залишковий нітроген крові. Ознайомитися з безнітрогеновими компонентами крові, їх вмістом, клінічним значенням кількісного визначення. Розглянути калікреїн-кінінову систему крові, її складові та роль в організмі. Ознайомитися з методом кількісного визначення залишкового нітрогену в крові та його клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Ферменти крові, їх походження, клініко-діагностичне значення визначення.
 2. Небілкові нітрогенвмісні речовини: формули, вміст, роль, клінічне значення визначення.

3. Загальний та залишковий нітроген крові. Клінічне значення визначення.

4. Азотемія: види, причини, методи визначення.

5. Небілкові безнітрогенові компоненти крові: вміст, роль, клінічне значення визначення.

6. Неорганічні компоненти крові: вміст, роль.
7. Калікреїн-кінінова система, її роль в організмі. Застосування лікарських засобів – калікреїну та інгібіторів кініноутворення.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. У крові хворого вміст залишкового нітрогену складає 48 ммоль/л, сечовини – 15,3 ммоль/л. Про захворювання якого органу свідчать ці результати?
   А. Селезінки.  В. Печінки.  С. Шлунка.  D. Нирок.   Е. Підшлункової залози.
2. Які показники залишкового нітрогену є характерними для дорослих? 

   А.14,3-25 ммоль/л.  В.25-38 ммоль/л.  С.42,8-71,4 ммоль/л.  D.70-90 ммоль/л.
3. Укажіть компонент крові, який відноситься до безнітрогенових.
     А. АТФ.  В. Тіамін.   С. Аскорбінова кислота.   D. Креатин.   Е. Глютамін.
4. Який вид азотемії розвивається при дегідратації організму?
	А. Абсолютна.
	С. Ретенційна.
	Е. Продукційна.

	В. Відносна.
	D. Позаниркова.
	


5. Яку дію оказує на судини брадикінін?
	А. Вазодилатацію.
В. Вазоконстрикцію.
	D. Посилення згортання крові.
Е. Зниження проникності стінок 
     судин.

	С. Підвищення кров’яного  тиску.
	


6. У хворого з печінковою недостатністю виявлено зниження показника залишкового нітрогену крові. За рахунок якого компоненту зменшився небілковий нітроген крові?  
	А. Сечовини.
	С. Амінокислот.
	Е. Сечової кислоти.

	В. Амоніаку.
	D. Білірубіну.
	


7. Хворий скаржиться на часту блювоту, загальну слабкість. Вміст залишкового нітрогену в крові становить 35 ммоль/л, функція нирок не порушена. Який вид азотемії виник?
А. Відносна.   В. Ниркова.   С. Ретенційна.   D. Продукційна.
8. Які компоненти фракції залишкового нітрогену переважають у крові при продукційних азотеміях? 
	А. Кетонові тіла, білки.  
	С. Амінокислоти, сечовина.

	В. Ліпіди, вуглеводи.
	D. Порфірини, білірубін.


9. С-реактивний білок виявляють у сироватці крові: 
	А. Після фізичних навантажень.
В. У період ремісії захворювань.  
	D. У гострому періоді запальних     
     захворювань. 

	С. При порушеннях ліпідного обміну.
	E. При цукровому діабеті.


10. Хвороба Коновалова-Вільсона (гепатоцеребральна  дегенерація) супроводжується зниженням концентрації вільної  міді в сироватці крові,  а  також рівня:  
	А. Фібриногену.
	С. Альбуміну.
	Е. Церулоплазміну.

	В. Трансферину.
	D. С-реактивного  білка.
	


11. Лімфоцити та інші клітини організму при взаємодії з вірусами синтезують інтерферони. Ці речовини блокують розмноження вірусу в зараженій клітині, інгібуючи синтез вірусних:

   A. Ліпідів.   B. Білків.   C. Вітамінів.   D. Біогенних амінів.   E. Нуклеотидів.
12. Жінка 62-х років скаржиться на частий біль в загрудинній області та хребті, переломи ребер. Лікар передбачає мієломну хворобу (плазмоцитому). Який з перелічених показників має найбільше діагностине значення?
	А. Гіперальбумінемія.
	С. Парапротеїнемія.
	Е. Протеїнурія.

	В. Гіпопротеїнемія.
	D. Гіпоглобулінемія.
	


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Кількісне визначення залишкового нітрогену в крові
Завдання. Визначити вміст залишкового нітрогену в крові.

Принцип. Метод базується на здатності амоніаку, що утворюється внаслідок мінералізації безбілкових нітрогенвмісних сполук крові, давати з реактивом Несслера сполуку жовтого кольору, інтенсивність якої пропорційна концентрації залишкового нітрогену.

Хід роботи. У центрифужну пробірку наливають 0,5 мл води та 0,2 мл крові, додають 1,3 мл 10% розчину трихлороцтової кислоти. Перемішують скляною паличкою і залишають осаджуватися білки протягом 20 хв, потім центрифугують 10 хв при швидкості 3000 об/хв. Переливають надосадову рідину в чисту пробірку, з неї відбирають 1 мл безбілкового центрифугату в іншу пробірку, додають до нього 3 краплі концентрованої сульфатної кислоти і 2 краплі 30% розчину гідрогену пероксиду. Ставлять пробірку приблизно на 30 хв на піщану баню для мінералізації (до повного прояснення розчину). Після охолодження пробірки до кімнатної температури до неї вливають 10 мл води, ретельно знімають зі стінок мінералізат скляною паличкою і перемішують. Додають у пробірку по 0,5 мл розчину 0,4 моль/л натрію гідроксиду і реактиву Несслера. Після появи жовтого забарвлення фотометрують дослідну пробу проти контрольної (20 мл води і 1 мл реактиву Несслера) на ФЕК при довжині хвилі 610-650 нм (червоний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 20 мм. Розрахунок в г/л проводять за формулою: (m×2×5000)/(1×1000) = m×10, де m – вміст нітрогену в пробі, знайдений за калібрувальним графіком (мг); 5000 – коефіцієнт перерахунку на 1 л крові; 2 – об’єм трихлороцтового екстракту (мл); 1 – об’єм безбілкового центрифугату, взятого на аналіз (мл).  
Клініко-діагностичне значення. До складу залишкового нітрогену входять нітроген сечовини, пептидів, амінокислот, амоніаку та інших нітрогенвмісних низькомолекулярних сполук. У здорової людини вміст залишкового нітрогену в крові коливається в межах 14-25 ммоль/л. Підвищення його рівня (нітрогенемія, азотемія) буває абсолютним і відносним. Абсолютна азотемія спричиняється затримкою нітрогенових шлаків або збільшенням їх утворення в організмі; відносна – спостерігається при зневодненні організму (посилене потовиділення, нестримне блювання, діарея та ін.). Розрізняють ниркову та позаниркову азотемію. Перша спостерігається при порушенні видільної здатності нирок (гострі і хронічні нефрити, гломерулонефрити), причому рівень азотемії відповідає тяжкості патологічного процесу. Позаниркова – є наслідком підвищеного розпаду білків в організмі при гарячці, опіках, діабеті, тяжких ураженнях печінки тощо.
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ЗАНЯТТЯ 4 ( 2 години)
Тема: Біохімія еритроцитів. Біохімія та патохімія гемоглобіну. Структура, властивості та роль гемоглобіну. Обмін гемоглобіну; його синтез. Обмін заліза, його роль в утворенні гему. Порушення синтезу гемоглобіну: порфірії та гемоглобінози (гемоглобінопатії, таласемії). Кількісне визначення гемоглобіну у крові.
Актуальність. Гемоглобін - червоний дихальний пігмент еритроцитів, який транспортує кисень з легень до тканин, а диоксид вуглецю – з тканин до легень; підтримує рН крові. Складається з білка (глобіну) та комплексу заліза з протопорфірином (гему). Багато захворювань крові пов'язано з порушеннями будови та синтезу гемоглобіну, в тому числі й спадкові, що призводять до змін його концентрації. 
Мета. Ознайомитися зі структурою, властивостями, роллю та гетерогенністю гемоглобіну. Вивчити синтез гему, роль заліза в обміні гемоглобіну, обмін заліза в організмі. Вміти охарактеризувати порфірії, гемоглобінопатії та таласемії. Ознайомитися з методом кількісного визначення гемоглобіну та його клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ
1. Біохімія еритроцитів.

2. Структура, роль та властивості гемоглобіну.

3. Типи гемоглобіну.

4. Гем, його структура та роль у функціонуванні гемоглобіну.

5. Механізм участі гемоглобіну в транспорті О2 та СО2.

6. Патологічні форми гемоглобіну.

7. Загальна схема синтезу гемоглобіну. Регуляція процеса.
8. Залізо. Його роль та обмін в організмі. Добова потреба. 
9. Порфірії: причини виникнення, види.
10. Гемоглобінози: гемоглобінопатії та таласемії. Причини виникнення.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Субстратами для синтезу гему є: 
	А. Ацетил-КоА і гліцин.
	D. Сукциніл-КоА і гліцин.

	В. Ацетоацетил-КоА і серин.
	Е. Малоніл-КоА і серин.

	С. Сукциніл-КоА і серин.
	


2. Синтез гему регулюється за механізмом негативного зворотного зв’язку на стадії:  
А. Включення іона заліза в протопорфірин.    
B. Утворення дельта-амінолевулінової кислоти.
C. Конденсації молекул порфобіліногенів.  

D. Утворення протопорфірину III.    
E. Синтезу порфобіліногену.
3.  У хворого підвищена чутливість до світла, ураження відкритих ділянок шкіри, напади болю в животі, неврологічні розлади. При стоянні сеча поступово набуває темно-червоного забарвлення. Найвірогідніший діагноз?  
	А. Гемолітична жовтяниця.
	С. Пелагра.
	Е. Алкаптонурія.

	В. Порфірія.
	D. Альбінізм.
	


4. У хворого підвищена чутливість до світла, ураження відкритих ділянок шкіри, напади черевного болю, неврологічні розлади. При стоянні сеча поступово набуває темно-червоного забарвлення. Підвищена кількість у сечі та фекаліях якої речовини ймовірно у цього пацієнта?
	А. Уробіліну.
	С. Гемоглобіну.
	Е. Гомогентизинової 
    кислоти.

	В. Білірубіну.
	D. Уропорфіриногену.
	


5. Яке із тверджень про порфірії є невірним?
А. Це спадкові порушення синтезу гему.    

B. Поділяються на еритропоетичні  та печінкові.     

C. Супроводжуються підвищеною екскрецією з сечею і фекаліями 
     жовчних пігментів.  

D. Проявляються дерматитами та неврологічними порушеннями.       

E. Деякі симптоми порфірий характерні для отруєння свинцем.
6. Здатність гемоглобіну зв’язувати кисень зменшується при:

А. Збільшенні вмісту в еритроцитах 2,3-дифосфогліцерату.    

B. Зниженні температури.     
C. Підвищенні рН.  

D. Зниженні парціального тиску СО2.   

E. Збільшенні парціального тиску О2.
7. У печінці хворого залізодефіцитною анемією виявлено порушення утворення металопротеїну, який є джерелом заліза для синтезу гему. Як називається цей білок? 
   А.Церулоплазмін. B.Феритин. C.Гемосидерин. D.Міоглобін. E.Цитохром с.
8. Для хворих на еритропоетичну порфірію (хвороба Гюнтера) характерна  забарвленість сечі в червоний колір. Це зумовлено накопиченням в сечі:
	А. Уропорфіриногену І.
В. Уропорфіриногену ІІІ.
	D. Порфобіліногену.
Е. Протопорфірину ІІІ.

	С. Протопорфіриногену ІІІ.
	


9. В еритроцитах в значній кількості виникає додатковий проміжний метаболіт гліколізу, який відіграє роль алостеричного регулятора функції гемоглобіну. Зазначте цей метаболіт. 
	А. 3-фосфогліцерат.
В. 1,3-бісфосфогліцерат.
	D. 2-фосфогліцерат.
Е. Фосфоенолпіруват.

	С.2,3-бісфосфогліцерат
	


10. Підвищена концентрація метгемоглобіну  має   терапевтичне значення при  лікуванні отруєнь синільною кислотою та  її  солями (цианідами),  оскільки  метгемоглобін утворює нетоксичний цианметгемоглобін,  що повільно  перетворюється  в  гемоглобін. Які  з наведених речовин сприяють  утворенню метгемоглобіну і використовуються  при  лікуванні отруєнь ціанідами? 
	А. Метиленовий  синій.
	С. Нітрити.
	Е. Адреналін.

	В. Глюкоза.
	D. Аскорбінова кислота.
	


11. У 42-річної жінки діагностовано надлишкове накопичення заліза у  тканинах, що є  вторинним по відношенню до недостатності трансферину. Всі наведені твердження коректні стосовно трансферину, за виключенням:

A. Трансферин – білок, що зв’язує залізо та секретується  нейтрофілами.
B. Трансферин – глікопротеїн, що секретується паренхіматозними         
     клітинами печінки.
C. Зв’язування заліза трансферином  – механізм захисту від токсичності 
     заліза.
D. Кількість заліза і трансферину у сироватці пропорційні.
E. Трансферин спрямовує потік заліза до клітин, що  активно синтезу-      
     ють гемоглобін.

12. Термічна гіпоксія може виникати внаслідок отруєння організму деякими речовинами, у тому числі оксидом вуглецю. Назвіть форму гемоглобіну, яка виникає при взаємодії СО з нормальним гемоглобіном.
	А. Карбоксигемоглобін.
	С. Карбгемоглобін.
	Е. Гемоглобін F.

	В. Метгемоглобін.
	D. Гемоглобін S.
	


13. Який тип гемоглобіну є основним в крові дорослої людини?

А. НвS.        В. НвА1.              С. НвА2.              D. НвF.           Е. НвС.
14. Гемоглобін дорослої людини – білок, який складається з двох α- та двох β-поліпептидних ланцюгів. Як називають таку структуру білка?   
	А. Первинна.
	С. Вторинна.

	В. Третинна.
	D. Четвертинна.


15. У хворого діагностували α-таласемію. Які порушення спостерігаються в синтезі гемоглобіну при цьому захворюванні?

	А. Пригнічення синтезу (-ланцюгів.

В. Пригнічення синтезу (-ланцюгів.
С. Пригнічення синтезу (-ланцюгів.
	D. Пригнічення синтезу (- і (-
     ланцюгів.


16. У дитини на третій місяць після народження розвилася тяжка форма гіпоксії. Який з процесів гемоглобіноутворення порушений?
А.  Заміна фетгемоглобіну на гемоглобін М.
В. Заміна фетгемоглобіну на  гемоглобін S.
С. Заміна фетгемоглобіну на гликозильований гемоглобін.
D. Заміна фетгемоглобіну на метгемоглобін.
Е. Заміна фетгемоглобіну на гемоглобін А.
17. При обстеженні крові дитини виявлені еритроцити серповидної форми. Укажіть тип захворювання, для якого характерна ця аномалія.
	А. Онкологічне.
	С. Травматичне.
	Е. Спадкове.

	В. Інфекційне.
	D. Неврологічне.
	


18. Укажіть інгібітор ферменту, який каталізує першу стадію синтезу гему?

	А. Гем.
	С. Порфобіліноген.
	Е. Білірубін.

	В. Гліцин.
	D. Уропорфобіліноген.
	


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Кількісне визначення гемоглобіну в крові 

гемоглобінцианідним методом

Завдання. Визначити вміст гемоглобіну в крові гемоглобінцианідним методом.
Принцип. Гемоглобін крові при взаємодії з залізосинєродистим калієм (червона кров’яна сіль) окислюється у метгемоглобін.

          Хід роботи. До 5 мл трансформуючого розчину додають 0,02 мл крові (розведеної у 25 разів), добре перемішують. Визначення проводять  через 10 хв проти холостої проби (трансформуючого розчину). Визначають оптичну щільність на спектрофотометрі при 540 нм в 1 см кюветі. Вміст гемоглобіну (Х) у г/л розраховують за формулою: Х= D540×367,7.
При фотометруванні визначення проводять в діапазоні хвиль 500 – 560 нм (зелений світлофільтр). Еталонний розчин гемоглобіну готують так само, як й пробу цільної крові. Розрахунок вмісту гемоглобіну (У) у г/л проводять за формулою: У= (Dдосл.×120)/Dет., де Dдосл. – оптична щільність дослідної проби; Dет. – оптична щільність еталонної проби; 120 – вміст гемоглобіну в еталонному розчині (г/л).
Клініко-діагностичне значення. У нормі вміст гемоглобіну в крові для чоловіків складає 130-160 г/л, для жінок – 120-140 г/л. Визначення його вмісту – необхідний етап діагностики різних захворювань. Підвищення гемоглобіну в крові може бути пов’язано з наступними станами: 1) захворювання, при яких підвищується рівень еритроцитів; 2) підвищення кисневої ємності крові, викликане гіпоксією при серцево-судинній патології; проживанні у високогірних районах; ожирінні, палінні та утворенні неактивного гемоглобіну; 3) зневоднювання організму; 4) стрес та високі фізичні навантаження; 5) новоутворення у нирках, печінці, ЦНС, яєчниках; порушення функції судин; 6) порушення гормонального рівня (підвищення кортикостероїдів або андрогенів); 7) хімічні отруєння угарним газом, нітратами або ліками; 8) опіки. Зниження гемоглобіну в крові може бути наслідком: 1) кро-вотечій; 2) зниження рівня еритроцитів при різних видах анемій (дефіцит ві-тамінів В12 та В9; дефіцит вітаміну С; недостатність заліза; інтоксикації або порушення роботи нирок; порушення дозрівання еритроцитів). Зниження гемоглобіну також можуть викликати різноманітні фактори: неповноцінне харчування, порушення роботи шлунково-кишкового тракту, вживання великої кількості чаю, кави та продуктів, що гальмують всмоктування заліза.
ЛІТЕРАТУРА
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ЗАНЯТТЯ 5
Тема: Обмін гемоглобіну; його розпад. Біохімія жовчних пігментів. Жовтяниці.  Кількісне визначення білірубіну та його фракцій у сироватці крові.
Актуальність. Тривалість життя еритроцитів складає близько 120 діб, протягом яких вони зношуються і руйнуються; гемоглобін вивільнюється та підлягає розщепленню на глобін і гем в селезінці, кістковому мозку і купферових клітинах печінки. Білкова частина зазнає звичайних перетворень, притаманних простим білкам. Молекула гему зазнає багатоступінчатих перетворень, кінцевим продуктом яких є стеркобілін, що виводиться з калом та сечою. При розпаді гемоглобіну утворюються жовчні пігменти (білівердин, білірубін та інші). Білірубін внаслідок слабої розчинності і токсичності транспортується альбумінами крові і потрапляє на синусоїдальну поверхню гепатоцитів шляхом полегшеного транспорту. У печінці відбувається кон’югація білірубіну з глюкуроновою кислотою (УДФГК) за допомогою ферменту УДФ-глюкуронілтрансферази і перетворення на моно- і дибілірубінглюкуроніди. Заслуговує на увагу здатність ферменту індукуватись деякими ліками, зокрема фенобарбіталом. Кон’югований білірубін шляхом активного транспорту потрапляє у жовч і далі у шлунково-кишковий тракт, де відбувається його подальші перетворення. Таким чином, існують дві форми білірубіну: 1) некон’югований, вільний (білірубін-альбумін) і 2) кон’югований, зв’язаний (білірубінглюкуроніди). За пропозицією Ван ден Берга перший набув назву «непрямого» (дає діазореакцію Ерліха після попередньої обробки метанолом, кофеїновим реактивом), а другий – «прямого» (дає діазореакцію без попередньої обробки). Знання шляхів розпаду гемоглобіну є дуже важливим для диференційної діагностики жовтяниць, які можуть бути пов’язані із захворюваннями печінки та ферментопатіями, а також можливої корекції цих порушень.  
Мета. Ознайомитися з ферментативним процесом розпаду гемоглобіну в організмі; жовчними пігментами, які утворюються при цьому, їх перетворенням та значенням дослідження в крові, сечі, калі. Особливу увагу звернути на фракції білірубіну та клініко-діагностичне значення їх визначення у сироватці крові. Вивчити порушення обміну жовчних пігментів та фактори, що їх викликають. Вміти пов’язувати знання теоретичного матеріалу з конкретними результатами лабораторних досліджень  і використовувати їх як критерії для встановлення виду тієї чи іншої жовтяниці. Ознайомитися з методом кількісного визначення загального білірубіну і фракцій у сироватці крові та діагностичним значенням набутих результатів.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

 ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Загальна схема розпаду гемоглобіну.

2. Жовчні пігменти, їх перетворення, значення дослідження в крові, сечі та калі.

3. Прямий та непрямий білірубін крові. Значення дослідження їх в клініці.

4. Патобіохімія жовтяниць: гемолітична (передпечінкова), паренхіма-тозна (печінкова), обтураційна (післяпечінкова).

5. Ферментативні, спадкові жовтяниці: синдром Криглера-Найяра (“кон’югаційна жовтяниця”), хвороба Жільбера (“абсорбційна жовтяниця”), синдром Дабіна-Джонсона (“екскреційна жовтяниця”).

6. Ферментативні жовтяниці  новонароджених, способи їх запобігання і лікування.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ
1. Назвіть реакцію катаболізму гемоглобіну, яка перебігає у кишечнику. 
	А. Глюкуронілтрансферазна.

 В. Відновлення білівердину.

С. Утворення стеркобіліногену.
	D. Гемоксигеназна.
Е. Розщеплення мезобіліногену до дипі- 
     рольних сполук.


2. Який з перелічених жовчних пігментів не виділяється із сечею?
	А. Кон’югований білірубін.

В. Некон’югований білірубін.
	С. Уробіліноген.  

D. Стеркобіліноген.


3. У чоловіка, 38 років, з жовтушною шкірою відмічається анемія, збільшення селезінки, гіпербілірубінемія (білірубін непрямий), уробілінурія, гіперхолічний кал. Для якого стану найбільш характерні ці зміни?  
	А. Передпечінковій жовтяниці.

В. Післяпечінковій жовтяниці.
С. Клітинно-печінковій жовтяниці.
	D. Хворобі Жильбера.

Е. Синдрому печінкової недостат-

    ності.


4. У новонародженого вміст білірубіну підвищений (за рахунок непрямого  білірубіну), кал інтенсивно забарвлений (підвищений вміст  стеркобіліну), в сечі білірубін не виявлено. Про яку жовтяницю йде мова?
	А. Печінково-клітинну.
В. Гемолітичну.
	С. Обтураційну.
D. Спадкову.
	Е. Жовтяницю новона-  
     роджених.


5. У хворого жовтушність шкіри, склер, слизових оболонок. Сеча кольору темного пива, кал гіпохолічний. У крові підвищений вміст білірубіну як прямої, так і непрямої фракції, підвищена активність АлАТ та ЛДГ4 і ЛДГ5. В сечі визначається білірубін. Про який тип жовтяниці йде мова? 
	А. Спадкову.

В. Гемолітичну.
	С. Обтураційну.

D. Паренхіматозну.
	Е. Жовтяницю новонародже-  
      них.


6. У хворої дитини 10 років виявлені важкі неврологічні порушення, жовтяниця шкіри, у сироватці крові – підвищення рівня некон(югованого білірубіну. Внаслідок порушення синтезу якого ферменту виникає хвороба Жильбера?
	А. УДФ-дегідрогенази.

В. УДФ-глюкуронілтранс-

    ферази.
	С. Гліцеролкінази.
D. Галактозо-1-фосфатуриділтрансферази.


7. Пацієнт звернувся до клініки зі скаргами на загальну слабкість, болі у животі, плохий апетит, спостерігаються ознаки жовтяниці. У сироватці крові вміст загального білірубіну становить 77,3 мкмоль/л, а кон’югованого – 70,76 мкмоль/л. Який найбільш ймовірний діагноз?
	А. Гострий гепатит.

В. Цироз печінки.
С. Жовтяниця новонароджених.
	D. Обтураційна жовтяниця.
Е. Гемолітична жовтяниця.


8. Укажіть продукт розпаду гемоглобіну в печінці:

	А. Білівердин.

В. Білірубін.
	С. Вердоглобін.

D. Порфобіліноген.
	Е. Стеркобілін.


9. Укажіть білок плазми крові, що з’єднується з гемоглобіном при гемолізі еритроцитів: 
	А. Трансферин.

В. Гаптоглобін.
	С. Інгібітор трипсину.

D. Інтерферон.
	Е. Альбумін.


10. Для лікування жовтяниць призначають барбітурати, що індукують синтез УДФ-глюкуронілтрансферази. Лікувальний ефект при цьому зумовлений утворенням:

	А. Прямого білірубіну.

В. Непрямого білірубіну.
	С. Білівердину.

D. Протопорфірину.
	Е. Гему.


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Кількісне визначення білірубіну та його фракцій у сироватці крові 

за методом Ієндрашика, Клеггорна і Грофа

Завдання. Визначити вміст загального, зв’язаного та вільного білірубіну у сироватці крові методом Ієндрашика, Клеггорна і Грофа.
Принцип. Метод базується на здатності зв’язаної і дисоційованої форми вільного білірубіну утворювати при взаємодії з діазофенілсульфо-новою кислотою азобілірубін рожево-фіолетового кольору. Вільний білірубін переводиться в розчинний дисоційований стан кофеїновим реактивом, завдяки чому в цій пробі визначається загальний білірубін. За різницею між загальним і зв’язаним білірубіном знаходять концентрацію вільного.

 Хід роботи. У три пробірки вносять, відповідно до таблиці, необхідні інгредієнти і ретельно перемішують.

	Реактиви
	Загальний білірубін, мл
	Зв’язаний білірубін, мл
	Контроль, мл

	Сироватка
	0,5
	0,5
	0,5

	Кофеїновий реактив
	1,75
	-
	1,75

	Розчин натрію хлориду (9 г/л)
	-
	1,75
	0,25

	Діазореактив
	0,25
	0,25
	-


При визначенні загального білірубіну проби залишають стояти на 20 хв для розвитку забарвлення, а зв’язаного – на 5-10 хв (при більш тривалому стоянні в реакцію вступає вільний білірубін). По закінченні вказаного часу фотометрують кожну пробу проти води на ФЕК при довжині хвилі 520-560 нм (зелений світлофільтр) у 5 мм кюветі. З одержаних екстинкцій загального і зв’язаного білірубіну віднімають екстикцію контрольної проби (контроль на мутність сироватки) і знаходять вміст загального і зв’язаного білірубіну (у мкмоль/л) за калібрувальним графіком. Вільний білірубін розраховують за різницею між кількістю загального і зв’язаного білірубіну. Розраховують вміст загального білірубіну та його фракцій у сироватці крові і роблять висновки про причини можливих відхилень цих показників.
 Клініко-діагностичне значення. У нормі вміст загального білірубіну в сироватці крові становить 4,0-21,0 мкмоль/л; з цієї кількості 75% припадає на долю вільного білірубіну (6,0-15,0 мкмоль/л) і 25% на долю зв’язаного (2,0-5,0 мкмоль/л). До основних факторів, що викликають порушення обміну жовчних пігментів, належать: підвищений гемоліз еритроцитів, порушення синтезу білірубінглюкуронідів, порушення виділення зв’язаного білірубіну з гепатоцитів до жовчних капілярів (деструкція гепатоцитів), порушення жовчовиділення внаслідок обтурації позапечінкових жовчовивідних шляхів. Паренхіматозна жовтяниця виникає при гепатитах, цирозах печінки і характеризується різким підвищенням вмісту зв’язаного білірубіну в крові. У печінці знижується утворення білірубінглюкуроніду, внаслідок цього вміст вільного білірубіну в крові також збільшується. Гемолітична жовтяниця виникає при посиленому гемолізі еритроцитів, що призводить до утворення великої кількості вільного білірубіну, оскільки печінка не встигає його зв’язувати. Збільшення концентрації зв’язаного білірубіну у випадку обтураційної жовтяниці обумовлено перенаповненням жовчних шляхів унаслідок закупорки, розриву їх і подальшого переходу компонентів жовчі у кров; при цьому у крові накопичується зв’язаний білірубін (гіпербілірубінемія), із сечі зникає уробіліноген, однак внаслідок білірубінурії вона набуває темного забарвлення, а з калу зникає стеркобілін. У клініко-біохімічних лабораторіях проводять дослідження вмісту білірубіну та його фракцій для диференціальної діагностики жовтяниць.
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ЗАНЯТТЯ 6 (2 години)
Тема: Біохімія нирок і сечі. Фізико-хімічні властивості та хімічний склад сечі в нормі. Біохімічне дослідження сечі.
Актуальність. Нирки – один з найважливіших органів, основне призначення якого полягає в підтриманні динамічної сталості внутрішнього середовища організму. Нирки приймають участь в регуляції водно-електролітного балансу, кров’яного тиску, підтримці кислотно-лужного стану, осмотичного тиску рідин організму; стимуляції еритропоезу та ін. Нирки виробляють сечу з компонентів плазми крові. Із сечею виділяється до 150 різних речовин. У добовій сечі міститься в середньому близько 40 г органічних речовин і приблизно 20 г неорганічних. Біохімічні дослідження сечі відіграють важливу роль у клініці для діагностики та визначення прогнозу захворювання, а також контролю за ефективністю лікування.
Мета. Ознайомитися з основними фізико-хімічними властивостями сечі (діурезом, рН, відносною густиною, кольором, прозорістю, запахом) та хімічним складом нормальної сечі. Ознайомитися з методами клінічного та біохімічного аналізу сечі. Запам’ятати деякі фізико-хімічні константи та біохімічні показники сечі в нормі з метою використання їх для діагностики захворювань, правильно оцінюючи відхилення від норми.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Функції нирок та особливості обміну речовин в них.

2. Біохімічні механізми регуляції функції нирок.

3. Загальні властивості та хімічний склад нормальної сечі. Значення дослідження в клініці.

4. Органічні та неорганічні речовини нормальної сечі. Їх зміни в залежності від віку.

5. Фізико-хімічні показники сечі: діурез, відносна густина, рН, запах, ко-лір, прозорість. Значення їх дослідження. Можливі відхилення від норми.

6. Клініко-діагностичне значення кількісного та якісного аналізу сечі.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ
1. У спортсмена, який знаходився на дієті з великою кількістю білків встановлена кисла реакція сечі. Наявність яких речовин зумовлює такі зміни?
	А. Хлориди та фосфати.

В. Хлориди та сульфати.
С. Фосфати та сульфати.
	D. Урати та сульфати.
Е. Урати та хлориди.


2. Прозорість сечі є одним з параметрів, які оцінюються при її аналізі. З наявністю яких речовин може бути пов’язано змутнення сечі, яка має лужну реакцію?   
	А. Фосфату кальцію.     

В. Сульфату магнію.
	С. Уратів.

D. Хлоридів.
	Е. Солей амоніаку.


3. Нирки виконують усі функції, крім:
	А. Виділяють кінцеві продукти обміну.

В. Регулюють водно-сольовий обмін.

С. Підтримують осмотичний тиск.
	D. Регулюють артеріальний
    тиск крові.

Е. Розщеплюють сечовину до
    СО2 і Н2О.


4. Органоспецифічним ферментом для нирок є:
	А. Лактатдегідрогеназа.     

В. Сукцинатдегідрогеназа.

С. Аспартатамінотрансфераза.
	D. Трансамідиназа.
Е. Креатинфосфокіназа.


5. В результаті фільтрації плазми крові в первинну сечу переходять усі речовини, за винятком:
	А. Моносахаридів (глюкози і фруктози).     

В. Сечовини і сечової кислоти.

С. Низькомолекулярних білків.
	D. Креатину і креатиніну.

Е. Середньо- і високомоле-

    кулярних білків.


6. Для діагностики захворювання мутну сечу, що проявляє лужну реакцію, підкислили і підігрили. При цьому осад зник. Чим зумовлена каламуть сечі?
	А. Слиз із сечовидільних шляхів.     

В. Мікрофлора, що розщеплює сечовину з
     утворенням амоніаку.
С. Гній з уретри.
	D. Білок ниркового поход-

    ження.

Е. Фосфати кальцію та ма-

     гнію, урати.


7. Який з фізико-хімічних показників сечі залежить від діурезу?
   А. Колір.     В. рН.     С. Відносна густина.     D. Запах.     Е. Прозорість.
8. Які з наведених показників рН та відносної густини сечі дорослої людини відповідає нормі?
	А. рН=4,8; густина 1,001.     

В. рН=8,0; густина 1,040.

С. рН=8,5; густина 1,029.
	D. рН=3,5; густина 1,020.
Е. рН=6,0; густина 1,021.


9. Як можна визначити патологічний стан дорослої людини, у якої спостерігається припинення  виділення сечі?

А. Енурез.    В. Олігурія.     С. Анурія.     D. Ніктурія.     Е. Дизурія.
10. Як можна визначити патологічний стан дорослої людини, у якої добовий діурез складає 500 мл?

    А. Анурія.     В. Поліурія.    С. Ніктурія.    D. Олігурія.     Е. Полакіурія.
11. Вміст амоніаку у сечі є важливим показником кислотно-лужного стану організму; кількість амоніаку підвищується як при респіраторному, так і при метаболічному ацидозі. Це пов’язано зі стимуляцією при ацидозі синтезу у клітинах епітелію ниркових канальців ферментів:
	А. Глутамінази.     

В. Циклу Кребса.
	С. Карбоангідрази.

D. АТФ-ази.
	Е. Гіалуронідази.


12. Хворий 45 років скаржиться на невгамовну спрагу, споживання великої кількості рідини (до 5 л), виділення значної кількості сечі (до 6 л на добу). Концентрація глюкози крові становить 4,4 ммоль/л, рівень кетонових тіл не підвищений. Сеча незабарвлена, питома вага 1,002; цукор у сечі не визначається. Дефіцит якого гормону може призводити до таких змін? 
         A. Глюкагону.    B. Альдостерону.    C. Інсуліну.    D. Вазопресину.     
13. При лабораторному дослідженні дитини виявлено підвищений вміст у сечі лейцину, валіну, ізолейцину та їх кетопохідних. Сеча мала характерний запах кленового сиропу. Недостатністю якого ферменту викликані ці зміни? 
	А. Дегідрогенази (-кетокислот.     

В. Амінотрансферази.

С. Глюкозо-6-фосфатази.
	D. Фосфофруктокінази.
Е. Фосфофруктомутази.


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Дослідження фізико-хімічних властивостей та хімічного складу 
нормальної сечі

Завдання 1. Визначити добовий об’єм сечі (діурез).
У нормі добовий об’єм сечі складає в середньому 1200-1800 мл. Об’єм сечі більше 2000 мл і менше 500 мл за добу вказує на патологію. Кількість сечі, що виділяється, може бути зниженою (олігурія), підвищеною (поліурія); можливе і повне припинення виділення сечі (анурія). 
 Хід роботи. Добову кількість сечі заміряють за допомогою мірного циліндра на 1 або 2 л.

Завдання 2. Визначити відносну густину сечі.
Відносна густина залежить від кількості розчинних речовин у сечі і знаходиться в тісному зв’язку з кількістю сечі, що виділяється. У нормі вона коливається в межах 1,010-1,025, але звичайно складає 1,017-1,020. Невідповідність відносної густини і кількості сечі спостерігається при цукровому діабеті, коли відносна густина її залишається високою (гіперстенурія), незважаючи на велику кількість сечі. Відносна густина змінюється при різних патологічних станах, так різке її зниження (гіпостенурія) спостерігається при поліурії, яка виникає при нецукровому діабеті, та ін..

Принцип. Визначення відносної густини сечі проводять за допомогою спеціальних ареометрів невеликого розміру (урометри).
 Хід роботи. У невеликий циліндр з таким діаметром, щоб урометр вільно плавав у ньому, наливають по стінці (щоб запобігти утворенню піни, але, якщо вона все ж таки утворюється, її знімають за допомогою фільтрувального паперу) дослідну сечу і обережно занурюють в неї урометр з поділками від 1,00 до 1,030 г/л. Проводять відлік, ураховуючи ту лінію на шкалі урометра, яка відповідає нижньому меніску рідини. У разі великої відносної густини сечі для дослідження беруть другий тип урометра (від 1,030 до 1,060). Усі визначення проводять звичайно при температурі 15°С, оскільки шкала урометра градується у відповідності з цією температурою. Якщо сеча має іншу температуру і довести її до 15°С немає можливості, то на кожні 3°С вище від вказаної температури необхідно додати, а на кожні 3°С нижче – відняти по 0,001 від показника шкали урометра.
Завдання 3. Охарактеризувати колір сечі.
У нормі колір сечі солом’яно-жовтий і обумовлений присутністю пігментів: урохрому (темно-жовтий), уробіліну (блідо-рожевий), уроеритрину (червонуватий). Вживання в їжу деяких продуктів (зокрема буряка) і приймання деяких лікарських засобів надають сечі рожево-червоного кольору. Якщо в сечі знаходяться кров’яні пігменти, то вона забарвлена в рожевий або коричневий колір, при наявності жовчних пігментів – у зелений або жовто-коричневий колір, при наявності гною сеча опалесціює, чорний колір відзначається при алкаптонурії і залежить від наявності темних пігментів (алкаптонів) у лужній сечі, що є продуктами перетворення гомогентизинової кислоти. Зелено-синє забарвлення спостерігається при бактеріурії; надмірному вмісті в ній індикану, який перетворюється на синє індиго;  вживанні в їжу ревню, екстракту сенни; використанні метиленової сині.   
Хід роботи. Колір сечі, як і деякі інші показники (прозорість, запах) досліджуються органолептично. 
Завдання 4. Оцінити прозорість сечі.
У нормі сеча прозора. При стоянні осаджується пухка слизова маса, що складається зі злущеного епітелію сечових шляхів і слизових тілець. Кров, гній, білок, солі, бактерії, ліпіди обумовлюють появу каламуті, що свідчить про патологічні процеси, які відбуваються в нирках і сечовидільних шляхах.

Завдання 5. Визначити запах сечі.
Свіжо випущена сеча не має неприємного запаху. Але при стоянні вона набуває різкого запаху амоніаку, який утворюється внаслідок розщеплення сечовини уреазою мікроорганізмів. Такий запах супроводжує свіжо випущену сечу при циститах, пієлітах, пієлонефритах та ін. Пахучі харчові речовини або ліки (чеснок, спаржа, валідол та ін.) можуть надавати сечі властивий їм запах. Діагностичне значення запаху сечі набуває особливого значення при цукровому діабеті (запах нестиглих яблук), при спадкових порушеннях обміну амінокислот (запах цвілі при фенілпіровиноградній олігофренії, запах «кленового сиропу» при хворобі «кленового сиропу»).
Завдання 6. Визначити кислотність (рН) сечі.
У нормі рН сечі коливається від 5,3 до 6,5. Зміщення в кислу сторону спостерігається при виділенні ацетонових тіл (цукровий діабет, голодування, нирковій недостатності, тривалій лихоманці, вживанні м’ясних продуктів). Зрушення рН в бік лужного середовища відзначається при споживанні з їжею гідрокарбонатів, лужних мінеральних вод, молочних та рослинних продуктів, циститі, після тривалого блювання. 

Хід роботи. Смужку універсального індикаторного паперу занурюють у дослідну сечу, виймають її та визначають величину рН за кольоровою шкалою; або на середину індикаторного паперу «Рифон» наносять 1-2 краплі дослідної сечі і за зміною кольору однієї із забарвлених смужок, що співпадає із забарвленням контрольної смужки, визначають рН сечі.
Завдання 7. Виявити хлориди в сечі за допомогою реакції з нітратом срібла. Добове виділення  хлоридів у нормі складає  8-15 г.

Хід роботи. До 2-3 мл сечі додати декілька крапель 2% розчину AgNO3. Випадає осад хлористого срібла. 

Завдання 8. Виявити сульфати в сечі за допомогою реакції з  хлоридом барію. Добове виділення сульфатів у нормі складає  2-3 г.

Хід роботи. До 2-3 мл сечі додати декілька крапель розчину BаCl2. Випадає нерозчинний осад сірчанокислого барію.  

Завдання 9. Виявити фосфати в сечі.

Хід роботи. До 2-3 мл сечі додати 1 мл 10% розчину NaOH або NH4ОH та нагріти. У лужному середовищі випадає осад солей лужно​земельних металів (кальцію і магнію) фосфатної кислоти.

Завдання 10. Виявити катіони кальцію в сечі. 

Хід роботи. До 2-3 мл сечі додати 1мл насиченого розчину щавлевокислого амонію. Випадає дрібнокристалічний осад щавлевокислого кальцію. 

Визначення в сечі вмісту сечовини, сечової кислоти, креатиніну описано в  розділах, присвячених обміну білків та нуклеотидів.

Клініко-діагностичне значення. У клініко-біохімічних лабораторіях проводять загальний і спеціальний біохімічний аналіз сечі. Загальний аналіз включає дослідження фізико-хімічних властивостей сечі і визначення наявності в ній ряду патологічних компонентів: цукру, кетонових тіл, білка, гемоглобіну, пігментів, індикану та ін. Біохімічний аналіз сечі включає дослідження нормальних компонентів (сечовини, сечової кислоти, креатиніну, амоніаку). При необхідністі підраховують також кількість еритроцитів і лейкоцитів, епітеліальних клітин. Загальний аналіз є обов’язковим при первинному обстеженні пацієнта і диспансерному нагляді. Спеціальний аналіз, тобто визначення інших складових частин сечі (метаболітів, ферментів, окремих мінеральних речовин і т.д.), проводять при підозрі на ураження певних органів, конкретної ланки обміну. 
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ЗАНЯТТЯ 7 (2 години)
       Тема: Патологічні компоненти сечі. Біохімічне дослідження сечі.

       Актуальність. При багатьох патологічних станах (або захворюваннях) якісний і кількісний склад сечі змінюється. Дослідження патологічних компонентів сечі має велике значення для діагностики і визначення прогнозу захворювань, а також для контролю ефективності лікування.
       Мета. Ознайомитися з основними патологічними компонентами сечі та причинами їх появи в ній. Ознайомитися з методами якісного та кількісного визначення патологічних компонентів сечі та їх клініко-діагностичним значенням.
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Білок як патологічний компонент сечі. Можливі причини його появлення. Методи визначення. Види протеїнурії.

2. Глюкоза як патологічний компонент сечі. Причини та види глюкозурії.  Методи визначення.

3. Креатин як патологічний компонент сечі. Можливі причини його появлення. Методи визначення. Фізіологічна креатинурія.

4. Кетонові тіла як патологічні компоненти сечі. Можливі причини кетонурії. Методи визначення.

5. Кров’яні пігменти (гемоглобін, метгемоглобін) як патологічні компоненти сечі. Можливі причини їх появлення. Методи визначення.

6. Жовчні пігменти як патологічні компоненти сечі. Можливі причини їх появлення. Методи визначення.

7. Індикан як компонент сечі. Можливі причини підвищеного виділення із сечею. Методи визначення.
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ
1. У хворих на цукровий діабет для контроля за якістю харчового режиму, зокрема відповідністю кількості жирів вуглеводам, що надходять до організму, можливим є визначення у сечі певних речовин:

  A. Кетонових тіл. B. Ліпідів. C. Вуглеводів. D. Білків. E. Фосфатів.                  2. У пацієнта 43 років,  який тривалий час  працює на  виробництві хлорорганічних   сполук, виникли гіпотонус й слабкість  м’язів.  Було поставлено  діагноз – міодистрофія. Зниження якого  показника у  сечі  буде інформативним для  підтвердження  діагнозу?
	А. Гомогентизинової кислоти.     С. Креатиніну.

В. Креатинфосфату.                    D. Креатинсульфату.
	Е. Глікоціаміну.


3. Частина харчових білків не розщеплюється у травному каналі, а піддається дії ферментів мікроорганізмів товстої кишки. Цей процес називають гниттям білків. Визначення вмісту якої речовини у сечі є тестом на інтенсивність процесів гниття?   
	А. Білка.     

В. Сечовини.
	С. Креатину і креатиніну.

D. Уратів.
	Е. Індикану.


4. У хворого виявлено глюкозурію; вміст глюкози в крові – у межах норми. Порушення якого процесу може бути причиною глюкозурії?
	А. Глюконеогенезу.     

В. Розпаду глікогену в нирках.

С. Гліколізу.
	D. Функції підшлункової залози.
Е. Функції ниркових канальців.


5. При яких станах організму може спостерігатися виведення кетонових тіл?
	А. Нецукровий діабет та бронзова
    хвороба.     

В. Рахіт і пелагра.

С. Цукровий діабет та голодування.
	D. Гемолітична анемія.

Е. Обтураційна жовтяниця.


6. На прийом до терапевта прийшов 40-річний хворий зі скаргами на періодичний  приступний біль в суглобах великого пальця стопи та  їх припухлість.  В аналізі сечі встановлено її різко кислий характер та рожеве забарвлення. З наявністю яких речовин можуть бути пов(язані такі зміни сечі? 
	А. Cолей сечової кислоти.     С. Амонійних солей.
В. Хлоридів.                             D. Фосфату кальцію.
	Е. Сульфату магнію.


7. Хворому, 34 роки, 3 роки тому був поставлений діагноз – хронічний гломерулонефрит. За останні 6 місяців з’явилися набряки. Що лежить в основі їх розвитку? 
	А. Гіперальдостеронізм.     

В. Гіперпродукція вазопресину.

С. Протеїнурія.
	D. Гіперосмолярність плазми.

Е. Порушення білоксинтезуючої функції
     печінки.


ПРАКТИЧНА РОБОТА

Визначення патологічних компонентів сечі

Завдання 1. Провести якісні реакції на білок в сечі.

Хід роботи. А) Проба з кип’ятінням: заздалегідь провіряють сечу за лакмусом. Якщо сеча має кислу реакцію, то її (2-3 мл) відразу кип’ятять  у пробірці, а якщо сеча має лужну реакцію, то її спочатку підкислюють за лакмусом, додаючи по краплях 1% розчин оцтової кислоти. У присутності білка при кип’ятінні  утворюється помутніння або осад коагульованих білків, який не розчиняється при повторному кип’ятінні після додавання до рідини 3-5 крапель 10% оцтової кислоти. Б) Осадження білка концентрованою нітратною кислотою (проба Геллера): у пробірку наливають близько 1 мл концентрованої нітратної кислоти і обережно з піпетки по стінці пробірки наливають сечу. У присутності білка на межі обох рідин утворюється білий аморфний шар або помутніння, так зване білкове кільце. При відсутності білка в сечі на межі двох рідин зявляється кольорове прозоре кільце, обумовлене зміною пігментів сечі під впливом нітратної кислоти. В) Осадження білка сульфосаліциловою кислотою: до 1-2 мл сечі додають 2-3 краплі свіжоприготовленого 20% розчину сульфосаліцилової кислоти. При наявності білка в сечі утворюється білий осад або помутніння.

Завдання 2. Провести кількісне визначення білка в сечі за методом Брандберга-Стольнікова.

Принцип. Метод базується на експериментально встановленому факті, що поява ледь помітного білкового кільця при пробі Геллера має місце між другою і третьою хвилинами при концентрації в сечі 0,0033% білка, тобто 0,033 г/л. Послідовно розводячи сечу і нашаровуючи її на нітратну кислоту, досягають такого максимального розведення сечі, при якому з’являється кільце між другою і третьою хвилинами. Перемножують розведення на 0,033 г/л та отримують вміст білка в сечі. 

Хід роботи. Проводять пробу Геллера з нормальною і патологічною сечею, для чого вносять у пробірку 20 крапель концентрованої нітратної кислоти і обережно з піпетки нашаровують сечу. Якщо в сечі міститься білок, то через 2-3 хв утворюється біле помутніння у вигляді кільця. Сечу з позитивною пробою Геллера використовують для кількісного визначення білка, для чого готують розведення сечі. У п’ять пробірок наливають по 2 мл дистильованої води. У першу вносять 2 мл сечі, перемішують і відбирають 2 мл суміші, переносять у другу і т.д. З останньої пробірки 2 мл набраної рідини відкидають. Одержують сечу, розведену в 2, 4, 8, 16, 32 рази. В інші п’ять пробірок відмірюють по 2 мл концентрованої нітратної кислоти і обережно за допомогою піпетки нашаровують на кислоту відповідну пробу розведеної сечі. Відзначають максимальне розведення сечі, при якому з’являється мутне біле кільце між другою і третьою хвилинами. Знайдене розведення сечі помножують на 0,033 г/л. Наприклад, кільце денатурованого білка утворилося в четвертій пробірці, де розведення дорівнює 16. Отже, вміст білка в дослідній сечі 0,033х16=0,548 г/л.
Клініко-діагностичне значення. Білок з’являється в сечі при гломерулонефриті (тобто запаленні клубочків нирок, коли збільшується їх проникність), у разі серцевої недостатності, інколи при вагітності.

Завдання 3. Визначити глюкозу в сечі (див. модуль 3, заняття 4  «Методичні вказівки для самостійної підготовки студентів медичних факультетів до практичних занять з біологічної хімії», частина 1).
Клініко-діагностичне значення роботи. У сечі здорової людини глюкоза міститься в незначній кількості (не вище 0,4 г/л) і не може бути виявлена звичайними хімічними реакціями. Значне виділення глюкози з сечою спостерігається при порушенні гормональної регуляції вуглеводного обміну, захворюваннях підшлункової залози та порушенні реабсорбційної здатності нирок.  Ниркову глюкозурію спостерігають при введенні до організму великої кількості алкоголю, наркотиків, адреналіну, хлороформу та інших речовин. 

Завдання 4. Провести якісні реакції на ацетонові тіла  (див. модуль 3, заняття 9 «Методичні вказівки для самостійної підготовки студентів медфакультетів до практичних занять з біологічної хімії», частина 1).

Клініко-діагностичне значення. У нормальній сечі кетонові речовини (тіла) зустрічаються в незначній кількості (не більше 0,01 г/добу) та не виявляються якісними реакціями; ці реакції є позитивними лише при виведенні великої кількості кетонових тіл при цукровому діабеті, голодуванні, виключенні вуглеводів з їжі;  кетонурія може спостерігатися при захворюваннях, пов’язаних з посиленою витратою вуглеводів (тиреотоксикоз), при крововиливах, черепно-мозкових травмах, при  інфекційних захворюваннях (скарлатина, грип, ОРВІ, туберкульоз, менінгіт). У ранньому дитячому віці гострі захворювання травного тракту (дизентерія, ентероколіт), тривала гіпертермія можуть супроводжуватися кетонемією та кетонурією.
Завдання 5. Провести якісні реакції на кров у сечі.

 Хід роботи. А) проба кип’ятінням з лугом: наливають у пробірку 4-5 мл нефільтрованої сечі, додають 5-6 крапель розчину лугу і кип’ятять. Утворюється осад фосфатів. У присутності кров’яного пігменту осад, що відстоявся, темніше сечі; у відсутності кров’яного пігменту осад фосфатів буде світлішим, ніж сеча. 

Б) Бензидинова проба: базується на окисненні бензидину атомарним оксигеном, який утворюється при розкладанні гідрогену пероксиду кров’яним пігментом – гемоглобіном, внаслідок його пероксидазної дії. В одну пробірку вносять 5 крапель нормальної сечі, в другу – патологічної і додають по 3 краплі 1% розчину бензидину в 32% оцтовій кислоті і 3% розчину гідрогену пероксиду. При наявності кров’яних пігментів сеча забарвлюється в синій або синьо-зелений колір.
Клініко-діагностичне значення. Поява крові в сечі називається гематурією, наявність кров’яних пігментів – гемоглобінурією. Гематурія має місце при пошкодженні сечовидільних шляхів, сечокам’яній хворобі, онкологічних захворюваннях сечового міхура, циститі. Гемоглобінурія спостерігається головним чином при отруєнні гемолітичними ядами і при ряді захворювань, пов’язаних із гемолізом еритроцитів.
Завдання 6. Провести якісні реакції на жовчні пігменти в сечі.

Хід роботи. А) Реакція Гмеліна: в пробірку вносять 2-3 мл концентрованої нітратної кислоти і обережно по стінці додають 1-2 мл сечі (вільної від білка). Доказом наявності жовчних пігментів в сечі є поява зеленого кільця на межі розділу рідин.  Б) Реакція Розіна: в пробірку вносять 2-3 мл сечі і обережно нашаровують на неї 1% розчин йоду в спирті. При наявності жовчних пігментів на межі двох рідин утворюється зелене кільце.

 Клініко-діагностичне значення. Жовчні пігменти утворюються з гемоглобіну при розпаді еритроцитів. Основна маса продуктів відновлення білірубіну виділяється з калом у вигляді стеркобіліногену, що окислюється в пігмент стеркобілін. Однак частина стеркобіліногену всмоктується у кров у системі гемороїдальних вен і виділяється із сечею. Поява в сечі іншого продукту відновлення білірубіну – уробіліногену є важливим показником недостатності функції печінки. При порушенні функції печінки, а також при деяких інфекційних захворюваннях вміст уробіліногену в сечі може становити до 2 г за добу. Жовчні пігменти (білівердин, білірубін та інші) зявляються в сечі у вигляді лужних солей при жовтяниці.
Завдання 7. Провести якісну реакцію на індикан в сечі.
Принцип. При дії на сечу концентрованої хлорної кислоти індикан гідролізується та перетворюється на індоксил, який окислюється у присутності FeCI3 в синє індиго.

Хід роботи. У пробірку вносять 3-5 мл сечі і для осадження речовин, які заважають визначенню індиго, додають 1-2 мл 20% розчину оцтовокислого свинця. Фільтрують. До 2-3 мл фільтрату додають такий же об’єм реактиву Обермейєра (розчин FeCl3 в хлорній кислоті), залишають стояти до появи бурого забарвлення; далі додають 1-2 мл хлороформу та енергійно струшують. Індиго розчинюється в хлороформі та надає йому синє-фіолетове забарвлення.
Клініко-діагностичне значення. Індикан у нормальній сечі людини міститься в дуже невеликій кількості (за добу виділяється близько 0,01-0,04 г). При деяких патологічних процесах (закріпах, непрохідності кишечнику, туберкульозі, перитоніті) та вживанні великої кількості  м’ясної їжі вміст індикану збільшується. 
Завдання 8. Визначити патологічні компоненти сечі за допомогою комбінованих тест-смужок (рН, білок, глюкозу, кетонові тіла, уробіліноген і кров).

Хід роботи. Беруть нецентрифуговану сечу, добре перемішують. Усю тест-смужку занурюють у посудину із сечею на 1 с. Надлишок сечі видаляють зі смужки, торкаючись нею стінки посудини. Через 30-60 с забарвлення порівнюють зі стандартною шкалою. Зміна забарвлення, яка з’явилася тільки по краю індикаторної зони або тільки через 2 хв, не має діагностичного значення. Сеча не повинна перед дослідженнями стояти більше 4 год при кімнатній температурі.
Білок. При наявності білка спостерігають зміну кольору тест-смужки від жовтого до зеленого (0,3; 1,0; 5,0 г/л); патологічна протеїнурія спостерігається при рівні білка, що перевищує 0,25 г/л. Глюкоза. Позитивна реакція від оранжевого до коричневого кольору відзначається через 60 с (5,55; 16,65; 55,55 ммоль/л). Забарвлення з’являється навіть при невеликій кількості глюкози (2,2 ммоль/л). Ацетонові тіла. Позитивна реакція від рожевого до фіолетового кольору (+, ++, +++). Чутливість тест-смужки до ацетооцтової кислоти вища, ніж до ацетону; на β-гідроксимасляну кислоту тест-смужка не реагує. Межа виявлення: 100 мг/л для ацетооцтової кислоти і від 400 мг/л для ацетону. Уробіліноген. Позитивна реакція від рожевого до червоного кольору (межа виявлення 4 мг/л). Кров. Для еритроцитів і гемоглобіну надається окрема шкала. Інтактні (непорушені) еритроцити виявляються у вигляді окремих або густо розташованих зелених крапок на жовтому фоні (5-10, 50, 250 ерит/мкл). Рівномірне зелене забарвлення означає присутність вільного гемоглобіну або гемолізованих еритроцитів, або міоглобіну (50, 250 ерит/мкл). При малих домішках крові в сечі або при більш тривалому змочуванні смужок реакція може наступити вже через 1-2 хв. 
Джерело помилок: помилкові результати можливі після приймання великої кількості вітаміну С та деяких медикаментів.

         Оформлення роботи. Виконану роботу офор​мити у вигляді таблиці.

	Патологічні компоненти сечі
	Можливі
причини появи
	Якісна  реакція
	Спостерігаємий ефект
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ЗАНЯТТЯ 8 ( 2 години)
Тема:  Біохімія слини та зубів.
       Актуальність. Вивчення хімічного складу та метаболічних процесів твердих тканей та пульпи зуба щільно пов'язані з проблемами профілактики та лікування карієсу, гіпоплазії, флюорозу, професійних та інших некаріозних захворювань. Вивчення хімічного складу слини, основних біологічних її функцій є актуальним для стоматологів. Дослідження патологічних компонентів слини має велике значення для діагностики і визначення  захворювань ротової порожнини.
       Мета. Вивчити особливості хімічного складу  та метаболізму твердих та м'яких тканей зуба, які забезпечують виконання їх функцій.Ознайомитися з хімічних складом слини, основними її патологічними компонентами  та причинами їх появи в ній. 
ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ РОБОТИ

ПІД ЧАС ПІДГОТОВКИ ДО ЗАНЯТТЯ

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 
1. Основні функції зуба та їх біохімічне забезпечення.

        2. Особливості хімічного складу та обміну речовин в тканинах зуба.
3. Біохімічні механізми мінералізації емалі зуба; роль Са-зв'язуючого білка; значення кальцію, фосфату фтора; гормони, які впливають на процеси мінералізації.

 4. Колагенові білки тканин зуба та їх зміни при патологічних станах. Методи визначення.

5. Роль змін активності ферментів слини і ротової порожнини у демінералізації тканин зуба та розвитку карієсу. 

6. Вітамін С та вітаміни групи Д – їх роль  в обміні речовин в тканинах зубо-щелепової системи та мінералізації зуба.
7. Вплив харчування  на розвиток карієсу, та його профілактика.
8. Фтор питної води та його роль у виникненні карієсу і флюорозу.

9.Біохімія слини та ротова рідина.

10. Біологічні функції слини.

11. Хімічний склад слини.

12. Структура слини.

13. Дисфункції слинних залоз  та порушення виділення слини.

ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ
1. При нанесенні стоматологом перекису водню на слизову оболонку ротової порожнини з'явилася інтенсивна піна. Який фермент зумовлює такий ефект?
	А. Каталаза..     

В.Глюкозо-6-фосфат дегідро-геназа.
С. Холінестераза.
	D. Метгемоглобінредуктаза.
Е. Ацетилтрансфераза.


2  Нормальний склад та функція емалі зубів забезпечується динамічною рівновагою процесів демінералізації і ремінералізації. Які гормони мають найбільш виразну дію на баланс цих процесів?
	А..Тиреокальцитонін та паратгормон.
В.Інсулін та глюкагон.
С. Мінералокортикоїди.
	D. Глюкокортикоїди.

Е.Тиреоїдні гормони.


3. У дитини спостерігається порушення процесів окостеніння та крапливість емалі. Обмін якого мікроелементу порушується при цьому? 
	А.Фтору.           С. Цинку.

В. Заліза.             D. Хрому.
	Е. Купруму.


4. У хворого спостерігається прогресуюча демінералізація емалі,  рН слини складає 6,0. Споживання якої їжі треба  обмежити?

A. Багату вуглеводами.
B. Багату білками.     C. Багату  ліпідами.

D. Багату вітамінами
E. Багату ненасиченими жирними кислотами.
5. У комплексному лікуванні пародонтиту використовують токоферол. Який ефект зумовлює лікувальні властивості цього вітаміну?

A. Антиоксидантний.

B. Протизапальний. 
C. Протиалергійний.
D.Остеотропний. 
E. Прооксидантний.
6. Системні захворювання  часто супроводжуються змінами вмісту у слині різних метаболітів. Концентрація якої речовини буде підвищуватися у слині хворого  на цукровий діабет?

A. Глюкози.
B. Сечовини.
C. Альбуміну


D. Креатинину.
E. Іонов цинку.

7. У хворого спостерігається інтенсивна гіперсалівація, що зумовлює      частичну нейтралізацію хлорної кислоти у шлунку. Розщеплення яких речовин при цьому буде порушено?

A.  Білків.
B. Вуглеводів.

C. Нуклеїнових кислот.


D. Ліпідів.

E. Холестерину.
8. У дитини встановлена гостра ниркова недостатність. Якими біохімічними показниками слини це можна підтвердити?

A. Підвищенням рівня залишкового азоту.

B.  Збільшенням  концентрації імуноглобуліну А.
C. Зниженням рівня лужної фосфатази.
D. Збільшенням вмісту a-амілази.
E. Зменшенням рівня фосфатів.

9. Надлишкова концентрація глюкози у слині при цукровому  діабеті призводить  до розвитку:
A. Карієсу.
B. Гіперплазії емалі.


C. Гіпоплазії емалі.
D. Флюорозу.
E. Посиленної кальціфікації емалі.
10. В нормі рН слини складає 6,4-7,8. Зсув рН в лужний бік (7,8) створює умови для:

A. Натходження іонов кальцію і фосфору в тканини зуба.
B. Демінералізації емалі.

C. Виходу кальцію із тканини зуба.
D. Виходу фосфора із тканини зуба.

E. Зниження стійкості тканини зуба до дії карієсогених факторів.

11. В нормі рН слини складає 6,4-7,8. Зсув рН слини у кислий бік (6,2) призводить до:

A. Демінералізації емалі та розвитку карієсу.
B. Кальціфікації тканини зуба.

C. Флюорозу.
D. Мінералізації тканини зуба.

E.Підвищення стійкості тканини.

 12. Захисна функція слини зумовлена декількома механізмами, в тому числі присутністю фермента, який має бактеріцидну дію та виконує лізис полісахаридного комплексу оболонки стафілококів, стрептококів. Який це   фермент?
A. Лізоцим.

B. a-Амілаза.
C. Оліго-1,6-глюкозидаза.
D. Колагеназа.

E.  Глюкуронідаза.

13. Зниження активності якого ферменту слини є показником гіпофункції коловушної залози?

A. Амілази.

B. Мальтази.

C. Лізоциму.
D. Глюкокінази.

E. Фосфатази.
14. Який мікроелемент наибільш ефективен при лікуванні системного карієсу?

A. Селен
B. Барій
  C. Стронций
D. Залізо.
E. Купрум.
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ЗАНЯТТЯ 8
Тема:  Водно-сольовий та мінеральний обмін. Біохімія крові та сечі. Біохімія тканин (підсумковий модульний контроль № 5, змісткові модулі 11, 12, 13, 16).
ПЕРЕЛІК ПИТАНЬ

ДО ПІДСУМКОВОГО МОДУЛЬНОГО КОНТРОЛЮ № 5
1. Біологічне значення води, її вміст, стан в організмі, добова потреба. Вода екзогенна та ендогенна.

2. Властивості та біохімічні функції води. Розподіл та стан води в організмі.

3. Обмін води в організмі людини. Вікові особливості обміну води. Регуляція.

4. Водний баланс організму та його види.

5. Нейрогуморальна регуляція водно-сольового обміну. Роль вазопресину, альдостерону та ренін-ангіотензинової системи.
6. Функції мінеральних солей в організмі.
7. Електролітний склад рідин організму, його регуляція.
8. Мінеральні речовини в організмі людини, їх вміст та роль.
9. Класифікація біогенних елементів, роль в організмі. 
10. Фосфатно-кальцієвий обмін. Мінеральні та органічні фосфати. Фосфати сечі. Регуляція.
11. Роль у процесах життєдіяльності натрію, калію, хлору.
12. Залізо: роль, обмін в організмі, добова потреба.
13. Патологічні стани, пов'язані з порушенням обміну мінеральних речовин.
14. Функції крові в життєдіяльності організму.
15. Фізико-хімічні властивості крові, сироватки, лімфи: рН, осмотичний та онкотичний тиск, відносна щільність, в’язкість.
16. Кислотно-лужний стан крові, його регуляція, порушення. Сучасні методи визначення кислотно-лужного стану крові.
17. Буферні системи крові. Їх роль у підтримці кислотно-лужного стану в організмі. Порушення – ацидоз, алкалоз. Причини.
18. Основні фракції білків плазми крові. Методи дослідження.
19. Білки крові: вміст, функції, зміни вмісту при патологічних станах.
20. Альбуміни, фізико-хімічні властивості, роль.
21. Глобуліни, фізико-хімічні властивості,  роль.
22. Імуноглобуліни крові, структура, функції.
23. Гіпер-, гіпо-, дис- та парапротеїнемія, причини виникнення.
24. Білки гострої фази. Клініко-діагностичне значення їх визначення.
25. Ферменти крові, їх походження, клініко-діагностичне значення визначення.
26. Небілкові нітрогенвмісні речовини. Загальний та залишковий нітроген крові. Клінічне значення визначення.
27. Азотемія: види, причини, методи визначення.
28. Небілкові безнітрогенові компоненти крові. Клінічне значення визначення.
29. Неорганічні компоненти крові.
30. Калікреїн-кінінова система, її роль в організмі. 
31. Поняття гемостазу. Основні фази гемостазу.
32. Механізми активації та функціонування системи згортання крові.
33. Основні плазмові та тромбоцитарні фактори згортання крові.
34. Судинно-тромбоцитарний гемостаз, його фази.
35. Механізми адгезії тромбоцитів.
36. Коагуляційний гемостаз.
37. Внутрішній та зовнішній механізми коагуляції.
38. Роль вітаміну К у реакціях коагуляції.Набуті та спадкові коагулопатії.
39. Антизгортальна та фібринолітична система крові, функціональна характеристика компонентів.
40. Загальна характеристика імунної системи. Клітинні та біохімічні компоненти.
41. Імуноглобуліни: структура, біологічні функції.
42. Медіатори та гормони імунної системи. Цитокіни, їх характеристика.
43. Біохімічні компоненти системи комплементу людини.
44. Класичний та альтернативний механізми активації комплементу.
45. Біохімічні механізми імунодефіцитних станів. Первинні та вторинні імунодефіцити, їх характеристика.
46. Структура, роль та властивості гемоглобіну.
47. Типи гемоглобіну.
48. Гем, його структура та роль у функції гемоглобіну.
49. Механізм участі гемоглобіну в транспорті О2 та СО2.
50. Патологічні форми гемоглобіну.
51. Загальна схема синтезу гемоглобіну. Регуляція процесу.
52. Порфірії: причини виникнення, види.
53. Гемоглобінози: гемоглобінопатії та таласемії. Причини виникнення.
54. Загальна схема розпаду гемоглобіну. Жовчні пігменти, їх перетворення, значення дослідження.
55. Прямий та непрямий білірубін крові. Значення досліджень.
56. Патобіохімія жовтяниць. Ферментативні, спадкові жовтяниці. Жовтяниці  новонароджених.
57. Функції нирок та особливості обміну речовин в них.
58. Загальні властивості та хімічний склад нормальної сечі. Значення дослідження в клініці.
59. Фізико-хімічні показники сечі: діурез, відносна густина, рН, запах, колір, прозорість. Значення їх дослідження. Можливі відхилення від норми.
60. Клініко-діагностичне значення кількісного та якісного аналізу сечі.
61. Білок як патологічний компонент сечі. Можливі причини його появлення. Методи визначення.
62. Глюкоза як патологічний компонент сечі. Причини глюкозурії.  Методи визначення.
63. Креатин як патологічний компонент сечі. Можливі причини його появлення. Методи визначення.
64. Кетонові тіла як патологічні компоненти сечі. Можливі причини кетонурії. Методи визначення.
65. Кров’яні пігменти (гемоглобін, метгемоглобін) як патологічні компоненти сечі. Можливі причини їх появлення. Методи визначення.
66. Жовчні пігменти (білівердин, білірубін, уробіліноген, уробілін) як патологічні компоненти сечі. Можливі причини їх появлення. Методи визначення.
67. Індикан як патологічний компонент сечі. Можливі причини його появлення. Методи визначення.

68. Біохімічні функції печінки в організмі.

69. Роль печінки в обміні вуглеводів.

70. Роль печінки в обміні ліпідів.

71. Роль печінки в обміні білків.

72. Роль печінки в пігментному обміні.
73. Жовчеутворююча функція печінки. Хімічний склад жовчі.

74. Детоксикаційна функція печінки. Типи реакцій біотрансформації ксенобіотиків та ендогенних токсинів.
75. Системи кон’югації у печінці для знешкодження токсичних речовин. 
76. Порушення функцій печінки при захворюваннях. Печінкові проби.
77. Ксенобіотики: поняття, принципи класифікації, шляхи надходження до організму, транспорт через клітинні мембрани.
78. Мікросомальне окиснення. Характеристика мікросомальних монооксигеназних ланцюгів. Цитохроми Р-450 та b5.
79. Типи кон’югації ксенобіотиків в гепатоцитах: біохімічні механізми, функціональне значення.
80. Шляхи виведення продуктів біотрансформації ксенобіотиків з організму.

81. Основні класи речовин нервової тканини, їх співвідношення у різних відділах нервової системи.

82. Ліпіди нервової тканини: класи, представники, роль. Захворювання, пов’язані з порушенням ліпідного обміну у нервовій тканині.

83. Мієлін: хімічний склад, властивості, роль.

84. Білки нервової тканини: класифікація, склад, властивості. Специфічні білки нервової тканини.

85. Макроергічні сполуки нервової тканини. Особливості енергетичного обміну.

86. Нейрохімічна передача імпульсу. Синапси. Медіатори. Синаптичні рецептори.

87. Особливості структури м’язового волокна,товстих та тонких  філаментів.

88. Хімічний склад м’язової тканини. Особливості хімічного складу та обміну речовин в серцевій та гладких м’язах.

89. Характеристика білків м’язів, основних небілкових азотовмісних сполук.
90. Біоенергетика м’язової тканини; джерела АТФ; роль креатинфосфату у забезпеченні енергією м’язового скорочення.
91. Зміни в м’язах при м’язовій дистрофії, гіподинамії, авітамінозі Е.
92. Особливості  структури сполучної тканини.
93. Особливості структури та роль фібронектину.
94. Еластин: особливості складу та фізико-хімічних властивостей.
95. Колаген: структура, роль, біосинтез.
96.Основні класи протео- та глікозаміногліканів,їх структура та функції.
97. Зміни сполучної тканини при старінні.
98. Захворювання сполучної тканини. Молекулярна патологія сполучної тканини (синдром Марфана, синдром Менке, синдром Елерса-Данлоса).
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