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МЕТОДИЧНІ ВКАЗІВКИ
ДЛЯ ПІДГОТОВКИ ДО ПРАКТИЧНИХ ЗАНЯТЬ 

З БІОЛОГІЧНОЇ ХІМІЇ
(ДЛЯ СТУДЕНТІВ МЕДИЧНИХ ФАКУЛЬТЕТІВ)
Частина 1

Загальні закономірності обміну речовин
Харків ХНМУ 2017
Методичні вказівки для підготовки до практичних занять з біологічної хімії (для студентів медичних факультетів). Частина 1. Загальні   закономірності   обміну речовин / Упор. О.А. Наконечна, С.О. Стеценко. – Харків: ХНМУ, 2017. – 64 с.

Автори:           О.А. Наконечна  

                         С.О. Стеценко

ЗАНЯТТЯ 1 (4 години)
ТЕМА 1 (2 години): Введення в біохімію. Розвиток біохімії як науки. Біохімічні компоненти клітини. Особливості роботи в біохі-мічній лабораторії.  

 АКТУАЛЬНІСТЬ. Біохімія – це наука про молекулярну сутність життя. Вона вивчає хімічну природу речовин, що входять до складу живих організмів, їх перетворення, а також зв'язок цих перетворень з діяльністю клітин, органів і тканин організму в цілому. Вивчаючи хімічні основи життєдіяльності організмів в нормі та при патології, біохімія має важливе практичне значення для медицини.

МЕТА. Вивчити етапи становлення біохімії як фундаментальної медико-біологічної науки та визначити роль   біохімічних  досліджень функціонального стану організму людини в нормі та при патології. Вивчити основні біохімічні функції класів біомолекул клітин організму. Засвоїти правила з техніки безпеки при роботі в біохімічній лабораторії.

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

1. Біологічна хімія як наука. Предмет, завдання, основні історичні етапи і сучасні напрямки розвитку біохімії.

2. Мета і методи проведення біохімічних досліджень, їх клініко-діагностичне значення.

*3. Зв'язок біохімії з іншими медико-біологічними науками. Клінічна біохімія. Біохімічна лабораторна діагностика.

*4. Світова історія біохімії та розвиток біохімічних досліджень в Україні.

*5. Хімічний склад живих організмів,  його особливості  порів​​​няно з об'єктами неживої природи.  Хімічний склад організму лю​​​дини.

*6. Біохімічні компоненти клітини, їх функції. 
*7. Будова прокаріотичних та еукаріотичних клітин.

*8.  Аутотрофні та гетеротрофні ор​​​ганізми.
ПИТАННЯ ДО КОНТРОЛЮ ВИХІДНОГО РІВНЯ ЗНАНЬ

1. Загальні поняття біоорганічної хімії: полярність, гідрофобність і гідрофільність органічних молекул; кислотні, основні і амфотерні властивості органічних молекул.

2. Характерні особливості структури спиртів, альдегідів, кетонів, карбонових кислот та амінів. 

3. Структура окремих представників класів органічних речовин: етанол, гліцерол; оцтова, бурштинова, фумарова, пальмітинова, олеїнова, піровиноградна, щавлевооцтова, кетоглутарова, молочна, яблучна кислоти; оцтовий альдегід, ацетон, етаноламін, холін.

________________________________________________________

* - питання для самостійного вивчення
4. Механізм утворення естерів на прикладі триацилгліцеролів, їх біологічна роль.

5. Загальні уявлення про ліпіди та їх класифікацію. Біологічна роль різних класів ліпідів.

6. Особливості структури і біологічна роль моносахаридів (глюкози, фруктози, галактози, рибози, дезоксирибози), олігосахаридів (лактози, сахарози, мальтози), полісахаридів (крохмалю, глікогену, целюлози).

7. Класифікації та властивості α-амінокислот. Структура окремих представників (гліцин, аланін, цистеїн, серин, глутамінова кислота, лізин, фенілаланін, триптофан, метіонін).

8. Білки: механізм утворення пептидного зв’язку, рівні структурної організації, біологічна роль.

9. Нуклеїнові кислоти, нуклеозиди, нуклеотиди: особливості структури і складу. Біологічна роль.

ІНСТРУКЦІЯ

з техніки безпеки при роботі в лабораторіях кафедри біохімії ХНМУ

Загальні правила
1. Всі роботи в лабораторії проводити в робочому одязі - халаті й шапочці. При роботі з реактивами звертати увагу на напис на етикетці.

2. Усі процедури (відмірювання реактивів, їх переливання, нагрівання тощо) можна здійснювати тільки на хімічному столі, у витяжній шафі.

3. Не проводити реакцій, результат  яких невідомий.

4. Усі досліди з отрутами і речовинами, що неприємно пахнуть, проводити у витяжній шафі («під тягою»).

5. Не ходити по лабораторії з концентрованими кислотами, а наливати їх тільки у певному, призначеному для цього місці.

6. При розпізнаванні за запахом газу, що виділяється, нюхати його тільки здалеку, направляючи струмінь  рухом руки від посудини до себе.

7. Не забруднювати реактиви під час роботи (не переплутувати пробки від склянок, що містять різні реактиви; надлишок взятого реактиву не виливати назад у склянку; користуючись піпеткою, набирати кожний реактив тільки призначеною для нього піпеткою, ні в якому разі не переплутуючи їх).

8. Після роботи поставити реактиви на місце, вимити посуд, прибрати робочий стіл.
9.   Після роботи обов'язково вимити руки.
10. Не приймати їжу на робочому місці. 

11. При виникненні пожежі в лабораторії гасити її, прикривши полум'я ганчіркою або засипавши піском.

Робота з кислотами, лугами та іншими сильнодіючими реактивами

1. Уважно стежити за тим, щоб реактиви (особливо кислоти і луги) не потрапляли на обличчя, руки й одяг. 

2. Всі роботи з використанням кислот, лугів та інших сильно діючих реактивів проводити надзвичайно уважно й обережно.

3. Забороняється відмірювати сильні кислоти і луги (10% і вище), а також інші сильнодіючи реактиви шляхом насмоктування їх ротом у піпетку, що може призвести до хімічного опіку порожнини рота. Відмірювання цих реактивів треба здійснювати за допомогою груші, циліндра або крапельниці. 

4. При відмірюванні реактиву піпеткою, занурювати її до самого дна склянки.

5. Після відмірювання реактиву піпеткою не класти її на стіл, а опустити в посудину для промивання.

6. Відпрацьовані горючі рідини збирати в спеціальну герметичну тару для подальшої регенерації або знешкодження. Спуск реактивів у каналізацію заборонений.

7. Якщо реактив потрапить у ротову порожнину або на шкіру, про-мити уражене місце водою, а потім нейтралізувати 3% розчином Na2CO3 у випадку кислоти або 3% розчином оцтової кислоти у випадку лугу.

8. При попаданні реактивів на стіл нейтралізувати кислоту содою, а луг - слабким розчином оцтової кислоти, а потім вимити стіл водою. 

Робота з відкритим полум'ям
1. При нагріванні рідини тримати пробірку отвором від себе, не торкатися пробіркою гнота, що горить; завжди бути дуже обережними при нагріванні, не допускаючи вихлюпування рідини (час від часу відводити пробірку від полум’я, не гріти її у вертикальному положенні); не наближати обличчя до посудини, в якій нагрівається рідина.  
2. При закипанні рідини в пробірці винести її з полум'я. 

3. При тривалому кип'ятінні користуватися спеціальними затиска-ми для пробірок.

4. При опіку шкіри покласти на уражене місце вату зі спиртом.

Робота з електронагрівальними приладами
1. Поблизу  електронагрівальних приладів  не повинні перебувати горючі речовини (ефір, бензин, спирт тощо).

2. Колбочки з киплячою рідиною знімати із плиток спеціальним затиском.

3. Не доторкатися мокрими руками до електроприладів.
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ТЕМА 2 (2 години): Основи біокаталізу. Будова і фізико-хімічні властивості ферментів. Класифікація та номенклатура ферментів. Вивчення впливу температури та рН середовища на активність ферментів. 
АКТУАЛЬНІСТЬ. Ферменти (ензими) – біологічні каталізатори, які містяться в усіх клітинах, тканинах і біологічних рідинах, забезпе-чують перебіг хімічних реакцій в організмі. На відміну від неорганічних каталізаторів (металів, кислот тощо) ферменти мають високу ефектив-ність та специфічність дії, здатність прискорювати реакції у м’яких умо-вах. Ферменти термолабільні, їх активність залежить від рН середовища. Синтез та каталітична активність ферментів контролюється різними регу-ляторними механізмами. Сучасні методи виділення та очищення ферментів дозволили вивчити їх структуру, умови прояву активності, механізм дії. Ферментам належить провідна роль в діагностиці захворювань.    
          МЕТА. Визначити основні принципи каталізу. Вивчити біохімічні закономірності будови та функціонування різних класів ферментів. Вміти показати на прикладах відмінність ферментів від неорганічних каталізаторів (специфічність дії, висока ефективність каталізу, здатність діяти в м’яких умовах, регульованість  та ін.). Вивчити вплив температури та рН середовища на активність α-амілази слини.
ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Загальні уявлення про каталіз. Основні принципи каталізу.

	2.
	Теорія біологічного каталізу.

	3.
	Хімічна природа ферментів. Чим зумовлена різноманітність фер-ментів?

	4.
	Відмінність дії ферментів від неорганічних каталізаторів.

	5.
	Структура простих і складних ферментів. Поняття про апофермент, кофактор, кофермент і простетичну групу. Вітамінні кофактори. Особливості структури активного центру простих і складних ферментів. Алостеричний центр.

	6.
	Загальні властивості ферментів: термолабільність, залежність від рН, специфічність дії.

	*7.
	Олігомерні білки-ферменти, мультиензимні комплекси та мембрано-асоційовані ферменти.

	*8.
	Ізоферменти: особливості структури, локалізація синтезу в організмі людини (на прикладі ізоферментів лактатдегідрогенази, креатин-фосфокінази; роль в діагностиці захворювань.

	9.
	Класифікація і номенклатура ферментів. Характеристика типів хі-мічних реакцій, що лежать в основі класифікації ферментів.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Основні  тези

	1. Олігомерні білки-ферменти, що складаються з декількох поліпептидних ланцюгів  (субодиниць, протомерів), сполучених між собою нековалентними зв’язками. 
	1.1. Олігомерні ферменти, що складаються з однакових за хімічною природою субодиниць. Приклади: піруваткіназа (С4), ЛДГ (С2).

1.2. Олігомерні ферменти, що складаються з різних за будовою і біохімічними функціями субодиниць. Приклад: аспартаткарбамоїл-трансфераза (6 каталітичних та 6 регуляторних субодиниць). 

	2. Мультиензимні (поліферментні) комплекси каталізують реакції послідовного перетворення субстрату.
	2.1. Біологічний сенс об’єднання декількох ензимів у комплекс: різко скорочуються відстані, на які молекули проміжних продуктів повинні переміщатися від ферменту до ферменту; внаслідок цього забезпечується досить висока сумарна швидкість  метаболічних шляхів.

2.2. Приклади: піруватдегідрогеназний мультиензимний комплекс – каталізує реакції послідовного перетворення пірувату на ацетил-КоА;α-кетоглутаратдегідрогеназний мультиензимний комплекс – каталізує реакції по-слідовного перетворення α-кетоглутарату  на сукциніл-КоА у циклі трикарбонових кислот.
2.3. Типи у клітині:

-  розчинні мультиензимні комплекси, в яких відсутня постійна асоціація між ензимами, а субстрати та продукти реакцій дифундують між окремими ензимами;

- мультиензимні комплекси, в яких ензими сполучені між собою нековалентними зв’язками, що полегшує передавання між ними субстратів та продуктів;

 - мультиензимні комплекси, в яких окремі ензими зв’язані з ліпідним бішаром субклітинних органел.

	3. Мембрано-асоційо-вані ферменти – це ферменти, асоційовані з ліпідним бішаром плазматичної мембрани та мембранами клітинних органел (мітохондрій, ЕПР тощо).
	3.1. Асоціація ферментів з мембранами забезпечує: їх локалізацію у визначеній частині клітини і/або у тій області мембрани, де концентрується субстрат (наприклад, ацетилхолінестераза у пресинаптичних мембранах, де концентрується ацетилхолін); можливість для спряження процесів каталізу та трансмембранного переносу (Na+,К+-АТФ-аза); доступність нерозчинних у воді субстратів (наприклад, протеїнкіназа С, піруватоксидаза, фосфоліпази); формування оптимального мікрооточення, що створює нативну конформацію та каталітичну активність мембрано-асоційованих ферментів.

	4. Ізоферменти (ізоензими) – це множинні молекулярні форми одного й того ж ферменту, які розрізняються за своєю первинною структурою, фізико-хімічними властивостями, умовами активації, але каталізують одну й ту ж біохімічну реакцію;

Ізоферменти – результат експресії різних генетичних локусів.
	4.1. Присутність ізоферментів в різних органах і тканинах, субклітинних структурах.

4.2. Олігомерна будова: 

 - лактатдегідрогеназа (ЛДГ) – тетрамер; має протомери двох типів: Н (серцевий) і М (м’язовий): ЛДГ1 (Н4), ЛДГ2 (Н3М1), ЛДГ3 (Н2М2), ЛДГ4 (Н1М3), ЛДГ5 (М4) → визначення активності ізоформ у крові має діагностичне значення (ЛДГ1,2 - інфаркт міокарда, ЛДГ4,5 - інфекційний або токсичний гепатит; цироз печінки);

 - креатинфосфокіназа (КФК, КК) – димер; має протомери двох типів: М (м’язовий) і В (мозковий): ВВ-ізоформа КФК (мозок), МВ-ізоформа КФК (серце), ММ-ізоформа КФК (м’язи) → визначення активності ізоформ у крові має діагностичне значення (МВ-КФК - інфаркт міокарда; ММ-КФК - травматичне ураження м’язів та м’язові дистрофії; ВВ-ізоформа КФК не має діагностичного значення, що пов’язано з непроходженням через гематоенцефалічний бар’єр).


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Чоловік звернувся до лікаря після появи болю в грудній клітці. У сироватці крові виявлено значне наростання активності ферментів: креатин-фосфокінази та її МВ-ізоформи, аспартатамінотрансферази. Про розвиток патологічного процесу в якій тканині свідчать ці зміни? 

 A. Легені               B. Серцевий м’яз       C. Скелетні м’язи      

D. Печінка             E. Гладкі м’язи

2. Біологічне окиснення є основним молекулярним механізмом, за рахунок якого забезпечуються енергетичні потреби живих організмів. Який клас ферментів каталізує цей процес?  
 A. Гідролази          B. Ліази                       C. Оксидоредуктази     

D. Лігази               E. Трансферази  

3. Біогенні аміни утворюються за допомогою декарбоксилаз. До якого класу відносяться ці ферменти?

 A. Ліази                B. Ізомерази                C. Оксидоредуктази     

D. Гідролази        E. Трансферази

4. З сироватки крові людини виділили п’ять ізоферментних форм лактатдегідрогенази та вивчили їх властивості. Яка властивість доводить, що виділено ізоферментні форми одного й того ж ферменту?

A. Однакова молекулярна маса                  B. Тканинна локалізація

C. Однакові фізико-хімічні властивості 

D. Каталізують одну й ту ж реакцію

E. Однакова електрофоретична рухомість

5. Структурною особливістю регуляторних ферментів є наявність алостеричного центру. Укажіть його роль.

A. Зв’язує  субстрат                           B. Змінює структуру субстрату

C. Зв’язує  регуляторний ефектор   D. Сприяє дисоціації коферменту

E. Зв’язує кофермент

6. До якого класу ферментів відноситься глюкокіназа, що каталізує реакцію переносу фосфатної групи з АТФ на глюкозу?

A. Трансферази         B. Оксидоредуктази         C. Ізомерази    

D. Гідролази              E. Ліази

7. Фермент оксидаза D-амінокислот каталізує дезамінування тільки D-амінокислот. Яка властивість ферментів проявляється при цьому?

 A. Стереохімічна специфічність          B. Термолабільність

C. Відносна специфічність                   D. Залежність від рН

E. Абсолютна специфічність

8. Перетворення проліну на гідроксипролін і лізину на гідроксилізин у молекулі колагену каталізують ферменти: 

A. Гідроксилази         B. Гідролази       C. Дегідрогенази 

 D. Оксидази              E. Дегідратази

9. У крові хворого спостерігається підвищення активності ЛДГ4, ЛДГ5, аланінамінотрансферази, карбамоїлорнітинтрансферази. У якому органі можна передбачати розвиток патологічного процесу?

A. Серцевому м’язі (можливий інфаркт міокарда)  B. Скелетних м’язах 

C. Печінці (можливий гепатит)      D. Нирках         E. Сполучній тканині

10. Для біохімічної діагностики інфаркту міокарда визначають активність в крові ряду ферментів та їх ізоферментних форм. Який ферментативний тест вважається найкращим для підтвердження або виключення діагнозу інфаркту в ранній період після появи болю у грудній клітці? 

A. Ізофермент ММ креатинкінази 

B. Ізофермент ЛДГ1 лактатдегідрогенази

C. Ізофермент МВ креатинкінази

D. Ізофермент ЛДГ5 лактатдегідрогенази

E. Цитоплазматичний ізофермент аспартатамінотрансферази

11. Виберіть речовину, яка не здатна виконати функцію субстрату для ферментів організму людини.
А. Глюкоза         В. Вища жирна кислота           С. Нітратна кислота
D. Оцтова кислота в  активній формі              Е. Глікоген

12. Укажіть субстрат, руйнування якого здійснює клас ферментів – гідролази.  А. Вищі жирні кислоти             В. Білки        С. Глюкоза  

D. Піровиноградна кислота     Е. Вуглекислий газ

13. Укажіть ознаку, яку покладено в основу класифікації ферментів.
А. Оборотність реакції                   В. Хімічна структура ферменту

С. Тип специфічності ферменту   D. Тип каталізуємої реакції   

Е. Хімічна структура субстрату

14. Фермент уреаза здатний руйнувати тільки структуру сечовини. Укажіть його тип специфічності.
А. Стереохімічний                        В. Абсолютний   

С. Абсолютний груповий             D. Відносний груповий   

15. Як називають ферменти, які каталізують одну й ту ж реакцію, але відрізняються первинною структурою і фізико-хімічними властивостями?

А.  Ізоферменти                          В.  Холоферменти        С.  Проферменти  

D.  Кофактори                           Е.  Апоферменти

16. Яка з перелічених властивостей характерна тільки для біологічних каталізаторів?

А. Підвищують швидкість реакції, але не витрачаються та не 

     перетерплюють незворотних змін

В.  Підвищують швидкість реакції, знижуючи енергію активації

С.  Не змінюють стан рівноваги хімічної реакції

D.  Здатність до регуляції  

17. Укажіть субстрат для амілази слини.
А. Білок     В. Крохмаль    С. Сахароза    D. Глюкоза     Е. Амінокислота

18. Дайте повну назву складному ферменту, в якому поліпептидні ланцюги приєднуються до небілкової частини.
А. Простетична група    В. Кофактор  

С. Кофермент                 D. Апофермент       Е. Холофермент

19. Виберіть небілкову частину ферментів, яка використовується для утворення активних форм ацилів різних кислот.
А. КоQ      В. НSКоА       С. ТПФ       D. НАДФ       Е. ФМН

20. Ферменти підвищують швидкість реакції, так як:

А.  Змінюють вільну енергію реакції 

В.  Зменшують швидкість зворотної реакції

С.  Зменшують енергію активації 

D.  Змінюють стан рівноваги реакції
21. Який оптимум рН має фермент пепсин?
А. 1,5-2,5          В. 4-5                С. 6-7                 D. 8-9             Е. 10-11

22. Який оптимум рН має фермент амілаза?

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

23. Яка температура є оптимальною для дії більшості ферментів?
А. 50-60°С      В. 15-20°С        С. 80-100°С        D. 35-40°С 

ПРАКТИЧНА РОБОТА 

Виявлення ферментів у біологічних об’єктах. Вивчення впливу 
температури та рН середовища на активність ферментів 
Завдання 1. Виявити у слині фермент α-амілазу, який гідролізує крохмаль до дисахариду  мальтози та декстринів.

α-Амілаза слини (α-1,4-глюкан-4-глюканогідролаза; КФ 3.2.1.1.), маючи відносну групову специфічність, розщеплює α-1,4-глікозидні зв’язки у полісахаридах і не діє на дисахариди.

     Принцип. Про активність ферменту судять за його дією на субстрат: за зникненням субстрату або за появою продуктів його розщеплення. Розщеплення крохмалю виявляють за негативною реакцією з реактивом Люголя (розчин J2  в КJ).
Хід роботи. У пробірку вносять 0,5-1 мл слини, додають 3-5 мл 1% розчину крохмалю, перемішують і ставлять у термостат при 370С на 15-20 хвилин. Після цього у пробірку вносять 3-4 краплі реактиву Люголя. 

Завдання 2. Перевірити термолабільність амілази. 

Принцип: той же.

Хід роботи. У пробірку вносять 0,5-1 мл слини і додають 1 мл дистильованої води. Кип’ятять  у полум’ї  горілки, охолоджують; потім додають – 3-5 мл 1% розчину крохмалю, перемішують і ставлять у термостат при 37°С на 15-20 хвилин. Після цього у пробірку вносять 3-4 краплі реактиву Люголя.

         Завдання 3. Перевірити вплив рН середовища на активність амілази. 

Принцип: той же.

Хід роботи. У дві пробірки вносять по 0,5-1 мл слини; в одну пробірку додають 1 мл 0,4% розчину NaOH, в другу - 1 мл 0,4% НС1; в дві пробірки додають по 3-5 мл 1% розчину крохмалю і ставлять у термостат при 37°С на 15-20 хвилин. Враховуючи, що NaOH реагує з J2 (NaOH+J2 ( NaJ+Н2О), перед додаванням реактиву Люголя у пробірку з NaOH вносять 1 мл 0,4% HCI для нейтралізації лугу.

Оформлення роботи: заповнити таблицю.                                                        

	№ 
пробірки
	Фермент
	Субстрат
	Умови досліду
	Результати реакції
	Висновки


Практичне значення роботи. Вивчення загальних властивостей є необхідним для підбору оптимальних умов дії ферментів при визначенні їх активності в наукових та клінічних дослідженнях. Невірно підібрані стандартні умови призводять до помилок при діагностиці захворювань та  контролі за якістю ферментативних лікарських засобів.      
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи.
1. Підготувати реферативне повідомлення на тему: «Виникнення гіперамілаземії та гіперамілазурії при порушенні функціонування підшлункової залози».
2. Підготувати реферат на тему: «Рібозими – біологічні каталізатори небілкової природи».
ЗАНЯТТЯ 2 (4 години)
ТЕМА 3 (2 години): Механізм дії та визначення активності ферментів. Кінетика ферментативного каталізу. Визначення специ-фічності дії ферментів.
 АКТУАЛЬНІСТЬ. Сучасна біохімія характеризується широким застосуванням методів визначення активності ферментів в біологічних рідинах та тканинах. Це дозволяє встановити патогенез багатьох захворювань і запропонувати методи їх лікування з використанням сучасних лікарських засобів.

МЕТА. Вивчити та вміти аналізувати механізми дії ферментів та кінетику ферментативних реакцій. Ознайомитися з методами якісного та кількісного визначення активності ферментів у біологічних об’єктах, що дозволяють не тільки вивчити властивості ферментів, особливості їхньої дії та регуляції, але й складають основу діагнозу та прогнозу багатьох захворювань. Визначити специфічність дії ферментів α-амілази слини та сахарази дріжджів.
ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Сучасні положення про механізм дії ферментів: поняття про енергію активації реакції; утворення фермент-субстратного комплексу і механізми отримання продуктів ферментативної реакції (ковалентний та кислотно-лужний каталіз). Значення робіт Е. Фішера і Д.Кошленда.

	2.
	Активність ферментів. Одиниці виміру ак​​​тивності та кількості ферментів: міжнародні одиниці, катал, питома активність ферменту.

	3.
	Фактори, що впливають на активність ферментів: концентрація субстрату, ферменту та продуктів реакції, температура, рН середовища.

	4.
	Методи виділення ферментів з біооб'єктів, їх фракціонування  (ультрацентрифугування,   гель-  та  іонообмінна  хроматографія,  афінна хроматографія, електрофорез) і аналіз активності ферментів.

	5.
	Методи визначення активності ферментів: за кількістю продукту, який утворюється за умов дії ферменту за одиницю часу, за кількістю витраченого субстрату за одиницю часу. Спектрофотометричні методи визначення активності ферментів та візуалізація результатів ферментативної реакції.

	*6.
	Кінетика ферментативних реакцій: вплив концентрації субстрату і ферменту на швидкість ферментативної реакції (графічні залеж-ності). Рівняння Міхаеліса-Ментен. Константа Міхаеліса, її визначення і значення.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. Кінетика ферментативних реакцій – розділ хімічної кінетики, що займається вивченням впливу різних хімічних та фізико-хімічних факторів на швидкість реакції. 
	1.1. Залежність швидкості ферментативної реакції від концентрації ферменту, субстрату, рН і температури середовища, дії активаторів та інгібіторів.

1.2. Загальне рівняння ферментативної реакції.

1.3. Теорія Міхаеліса-Ментен: константа дисоціації та  константа Міхаеліса; їх визначення та значення.

1.4. Рівняння Міхаеліса-Ментен - залежність швидкості реакції від концентрації субстрату.

1.5. Рівняння Лайнуівера-Берка.


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Константа Міхаеліса для ферменту визначає:

А. Ступінь спорідненості ферменту до продукту реакції 

В. Ступінь спорідненості ферменту до субстрату   

С. Ступінь спорідненості ферменту до інгібітора
D. Середню швидкість ферментативної реакції 

Е. Максимальну швидкість ферментативної реакції

2. Продовжите фразу «Незначна зміна рН середовища впливає на молекулу ферменту, змінюючи…»:

А. Структурний рівень організації молекули ферменту   

В. Ступінь поляризації амінокислотних радикалів в активному

     центрі 

С. Товщину гідратної оболонки ферменту

D. Оптичні властивості ферменту   

Е. Біологічну функцію ферменту

3. Укажіть показник, який використовують при визначенні питомої активності ферменту, знаючи його загальну активність.
А. Концентрація даного ферменту в досліджуваній пробі  

В. Концентрація білка в досліджуваній пробі   

С. Концентрація субстрату в досліджуваній пробі

D. Константа Міхаеліса для даного ферменту   

Е. Максимальна швидкість досліджуваної ферментативної реакції
4. Укажіть прізвище вченого, який запропонував гіпотезу «індукованої відповідності».
А. Г. Кребс  В. Д. Кошленд   С. М. Ментен  D. Ф. Крік   Е. К. Функ

5. Виберіть фактор, який не  впливає на значення константи дисоціації фермент-субстратного  комплексу.
А. Концентрація субстрату       В. Хімічна природа ферменту   

С. Концентрація ферменту  

D. Концентрація фермент-субстратного комплексу   

Е. Ступінь спорідненості ферменту до субстрату 

6. У ході ферментативного каталізу при утворенні фермент-субстратного комплексу:

А.  Змінюється конформація субстрату

В.  Змінюється конформація ферменту

С. Встановлюється індукована комплементарна відповідність між 

     ферментом і субстратом

D. Зближуються функціональні групи, що приймають участь в ката-
     лізі

7. Яка з перелічених властивостей ферментів лежить в основі їх якісного та кількісного визначення у біологічних об’єктах?

А. Здатність проявляти максимальну активність при визначеному 
      рівні  рН середовища

В.  Залежність від присутності у середовищі різноманітних актива-
      торів та інгібіторів

С.  Специфічність        

D.  Термолабільність

Е.  Гальмування реакції її продуктами

8. У пробірку з невідомим субстратом додали екстракт з дріжджів. Після 15 хвилин інкубації суміш у пробірці дала позитивну реакцію Фелінга. Який субстрат був у пробірці?

       А.  Крохмаль   В.  Сахароза   С.  Лактоза  D.  Глікоген    Е.  Целюлоза

9. Після 10 хвилин інкубації крохмалю зі слиною реакційна суміш дає жовтий колір з йодом і позитивну реакцію Фелінга. У середовищі присутні:

А.  Амілодекстрини        В.  Фруктоза та глюкоза  

С.  Сахароза                   D.  Еритродекстрини    

10. Яке явище лежить в основі механізму дії ферментів?

А.  Зближення груп, які входять до активного центру ферменту

В.  Утворення фермент-субстратного комплексу 

С.  Зміна електричного заряду ферменту  

D.  Зміна просторової конфігурації

Е.   Гідроліз ферменту

11. Укажіть метод досліджень, який використовується для виділення ферментативних систем окремих субклітинних фракцій з гомогенату тканини. 
А.  Діаліз      В.  Ізоелектричне фокусування   С. Якісний аналіз  

      D.  Диференційне центрифугування  Е.  Рентгеноструктурний аналіз

12. Укажіть одиницю активності ферменту, яка визначається кількістю ферменту, що перетворює 1 моль субстрату за 1 секунду в оптимальних умовах.  А.  Катал      В.  Стандартна міжнародна одиниця  

               С.  Умовна одиниця  D.  Число оборотів   Е.  Молярна активність

ПРАКТИЧНА РОБОТА

Визначення специфічності дії ферментів α-амілази слини (α-1,4-глюкан-4-глюканогідролази; КФ 3.2.1.1) та сахарази дріжджів (β-D-фруктофуранозидфруктогідролази; КФ 3.1.1.26)

Завдання 1. Приготувати екстракт з дріжджів, який містить фермент сахаразу. 

Хід роботи. Розтерти у ступці шматочок дріжджів з 10-15 мл дистильованої води та профільтрувати.

Завдання 2. Перевірити дію амілази на крохмаль і на сахарозу.           

Принцип. Про активність ферменту судять за його дією на субстрат: за зникненням субстрату або за появою продуктів його розщеплення. Розщеплення крохмалю виявляють за негативною реакцією з реактивом Люголя. Розщеплення сахарози виявляють за позитивною реакцією з реактивом Фелінга, яку дають продукти гідролізу сахарози (глюкоза і фруктоза), але не дає сахароза.

Хід роботи. У дві пробірки вносять по 0,5-1 мл слини: у першу додають 3-5 мл 1% розчину крохмалю, у другу – 3-5 мл 1% розчину сахарози, добре перемішують і ставлять у термостат при 37°С на 15-20 хвилин. Після цього у першу пробірку додають 3-4 краплі реактиву Люголя і переконуються в гідролізі крохмалю; зі вмістом другої пробірки проводять реакцію Фелінга і переконуються у відсутності гідролізу сахарози.

Техніка реакції Фелінга:  до 1-2 мл досліджуваного розчину додають однаковий об’єм реактиву Фелінга (CuSО4 + NaOH) та кип’ятять   у полум’ї горілки. При наявності у розчині моносахаридів випадає осад  червоного кольору (Сu2О), який утворюється в результаті відновлення міді за рахунок окиснення карбонільних груп моносахаридів.

Завдання 3. Перевірити дію сахарази на крохмаль і cахарозу.  
            Принцип: той же.

Хід роботи. У дві пробірки вносять по 0,5-1 мл екстракту дріжджів; у першу додають 3-5 мл 1% розчину крохмалю, у другу -  3-5 мл 1% розчину сахарози; добре перемішують і ставлять у термостат при температурі 37°С на 15-20 хвилин. Після цього у першу пробірку додають 3-4 краплі реактиву Люголя і переконуються у відсутності гідролізу крохмалю; зі вмістом другої пробірки проводять реакцію Фелінга і переконуються у наявності гідролізу сахарози.
	№ про-

бірки
	Фермент
	Субстрат
	Умови досліду
	Результати реакції
	Висновки


Оформлення роботи: заповнити таблицю.
Практичне значення роботи. Ферменти, що мають абсолютну субстратну специфічність, використовуються в клініці як аналітичні реагенти для визначення речовин, що є їх субстратами. Наприклад, уреаза використовується для визначення сечовини в біологічному матеріалі та лікарських препаратах; глюкозоксидаза – для визначення кількості глюкози в крові та сечі. Ферменти з абсолютною та відносною груповою субстратною специфічністю мають меншу вибірковість дії на субстрати, беруть участь, як правило, у гідролізі поживних речовин або в перетворенні чужорідних сполук. Наприклад, α-амілаза і сахараза проявляють специфічність не до структури субстрату в цілому, а до типу глікозидних зв’язків, що мають місце у відповідних вуглеводах.

ТЕМА 4 (2 години): Регуляція ферментативних процесів. Інгібітори та активатори  ферментів. Медична ензимологія. Кількісне визначення активності α-амілази та лактатдегідрогенази у сироватці крові.

АКТУАЛЬНІСТЬ. Досягнення ензимології (науки про ферменти) широко впроваджуються в медицину. Розвиток медичної ензимології відбувається у трьох головних напрямках: ензимопатологія, ензимодіагностика та ензимотерапія, що дозволяє вирішувати проблеми патогенезу ензимопатій, застосовувати ферментні тести для діагностики органічних і функціональних розладів органів та тканин, а також використовувати ферменти і модулятори їхньої дії як лікарські засоби. Так, підвищення активності лужної фосфатази у сироватці крові спостерігається при рахиті, пухлинах кісткової тканини, гіперпаратиреозі, механічній жовтяниці, вірусному гепатиті, а зниження  -  при гіпотиреозі, гіповітамінозі С та ін. Активність лактатдегідрогенази в крові підвищується при інфаркті міокарда, пошкодженнях скелетних м’язів, нирок, а також при анеміях, пухлинах, гострому гепатиті. Ферменти - пепсин, трипсін, гіалуронідаза та інші - використовуються як лікувальні препарати, а також у клініко-біохімічних лабораторіях як аналітичні реактиви  (глюкозооксидаза, уреаза та ін.).

МЕТА. Вивчити та вміти аналізувати механізми регуляції ферментативних процесів як  основи обміну речовин в організмі в нормі та при патології; зміни перебігу ферментативних процесів та накопичення проміжних продуктів метаболізму при спадкових та набутих вадах метаболізму – ензимопатіях; зміни активності індикаторних ферментів плазми крові при патології певних органів та тканин; застосування ферментів та їх модуляторів як фармакологічних препаратів при певних патологічних станах. Ознайомитися з методами кількісного визначення активності α-амілази і лактатдегідрогенази у сироватці крові та їх клініко-діагностичним значенням.
 ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Регуляція ферментативних процесів. Шляхи та механізми ре​​​гуляції: алостеричні взаємодії у ферментах; ковалентна модифікація фер-ментів;  дія регуляторних білків-ефекторів (кальмодуліну, протеїназ, про​​​теїназних інгібіторів).  Циклічні нуклеотиди як регулятори  фер​​​ментативних реакцій та біологічних функцій клітини.

	2.
	Інгібітори та активатори ферментів. Типи інгібування ферментів: оборотне (конкурентне, неконкурентне, безконкурентне) і необоротне. Приклади. 

	3.
	Основні аспекти сучасної ензимодіагностики. Індикаторні, секреторні та екскреторні ферменти. Ізоферменти в ензимодіагностиці, тканинна специфічність розподілу ізоферментів. Зміни активності ферментів плазми та сироватки крові як діагностичні показники розвитку патологічних процесів в органах і тканинах. 

	*4.
	Застосування ензимодіагностики в кардіології,  урології, онкології тощо.

	*5.
	Порушення перебігу  ферментативних  процесів:  спадкові та набуті ензимопатії, природжені вади метаболізму, їх клініко-лабораторна діагностика.

	*6.
	Ензимотерапія – використання ферментів  як лікарських засобів. Фармакологічне застосування ферментів шлунково-кишкового тракту, згортальної та фібринолітичної систем крові, калікреїн-кінінової та ренін-ангіотензинової систем. Інгібітори ферментів як лікарські засоби.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. Ензимодіагностика – постановка діагнозу  на основі визначення активності ферментів у біологічних рідинах організму. 
	 1.1. Принципи ензимодіагностики: органоспецифічність ензимів; підвищення активності органоспецифічних ензимів у крові в результаті пошкодження клітинних мембран; достатня кількість ензиму для визначення в крові.
1.2. Ензимодіагностика в кардіології: визначення активності в крові МВ-ізоформи КФК;  ЛДГ1,2; АсАТ та ін.

1.3. Ензимодіагностика в урології: визначення активності в крові гліцинамідинтрансферази, урокінази, арилсульфатази, АлАТ, АсАТ, ЛДГ, альдолази, малатдегідрогенази (МДГ), глутамінсинтетази, лужної фосфатази та ін.

1.4. Ензимодіагностика в онкології: визначення активності в крові ферментів катаболізму вуглеводів, анаболізму білків та нуклеїнових кислот (зокрема, гексокінази, піруваткінази, ЛДГ, МДГ  та ін.). 

	2. Ензимопатії – патологічні стани, пов’язані з дефектом ензимів.
	2.1. Первинні (спадкові) та вторинні (набуті) ензимопатії. Причини виникнення.
2.2. Належність до ензимопатій природжених порушень  метаболізму: простих і складних вуглеводів (галактоземія, фруктоземія, глікогенози, мукополісахаридози та ін.); ліпідів (сфінголіпідози: хвороба Гоше, Тея-Сакса, Німана-Піка та ін.); амінокислот (фенілкетонурія, алкаптонурія, тирозиноз, альбінізм, гіперамоніємія, цистиноз, лейциноз та ін.); порфіринів (порфірії); пуринів та піримідинів (синдром Леша-Ніхана, ксантинурія, оротацидурія).

	3. Ензимотерапія - використання ферментів як лікарських засобів.
	3.1. Замісна терапія – нормалізація процесів травлення:

- пепсин, фестал, трипсин, мезим та інші (при дефіциті ферментів ШКТ, що виникає у зв’язку з недостатньою активністю ферментів, зокрема при запальних процесах шлунка та кишечнику);

- креон, панкреатин, панзинорм (при порушеннях функції підшлункової залози, зокрема, при панкреатиті, муковісцидозі).

3.2. Протипухлинна дія: аспарагіназа – антилейкемічна дія, гідролізує аспарагін, необхідний лейкозним клітинам для їх розвитку.

3.3. Поліпшення процесів тканинного дихання:

- цитохром с – при асфіксії новонароджених, бронхіальній астмі, хронічній пневмонії, іше-мічній хворобі серця, гепатиті.

3.4. Фібринолітичні засоби: фібринолізин (плазмін), урокіназа, стрептокіназа – при лікуванні гострого інфаркту міокарда.

3.5. Первинна обробка ран, опіків: трипсин, хімотрипсин.

3.6. Лікування вірусних захворювань: нуклеази (ДНК-аза, РНК-аза) – при вірусних кон’юнкти-вітах.

3.7. Використання коферментів: ТДФ – кокарбоксилаза – в терапії серцево-судинних захворювань.

3.8. Використання інгібіторів ферментів: при передозуванні тромболітиків (фібринолізину, стрептокінази) - трасилол, контрикал, амінокапронова кислота (інгібітори протеолізу); при механічних, термічних та хімічних травмах, тромбозах; в онкології – пригнічення активності ферментів пухлинних клітин; при артеріальній гіпертензії – інгібітор ангіотензинперетворюючого ферменту (еналаприл, каптоприл, лізиноприл). 


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Для лікування хворого було використано протизапальний засіб, що блокує дію циклооксигеназ. Таким протизапальним засобом є: 

   A. Пепсин     B. Алопуринол     C. Тіамін      D. Аспірин      E. Анальгін

2. Протеолітичні ферменти шлунка і підшлункової залози синтезуються в неактивній формі – у вигляді зімогенів, а потім активуються в ШКТ. Назвіть протеолітичний фермент шлунка, що виділяється в неактивному стані.  
A. Трипсин   B. Хімотрипсин   C. Пепсин   D. Еластаза    E. Колагеназа

3. Для попередження нападів гострого панкреатиту лікар призначив трасилол (контрикал, гордокс), який є інгібітором:

A. Трипсину                                B. Хімотрипсину            C. Гастриксину

D. Карбоксипептидази            E. Еластази

4. У хворого на гострий панкреатит у крові та сечі різко підвищена активність ферменту:

A. Пепсину    B. (-Амілази   C. Дипептидази   D. Сахарази      E. Лактази

5. Назвіть фермент, визначення вмісту якого у крові є найбільш інформативним у перші години після інфаркту міокарда.

A. Аспартатамінотрансфераза         B. Аланінамінотрансфераза 

C. Лактатдегідрогеназа                     D. Глутаматдегідрогеназа
E. Креатинфосфокіназа 

6. Виділяють декілька груп молекулярних механізмів, які відіграють важливу роль у патогенезі пошкодження клітин, що сприяє розвитку патології. Які процеси забезпечують протеїнові механізми пошкодження?

     A. Пригнічення ферментів               B. Перекисне окиснення ліпідів

     C. Активація фосфоліпази            D. Осмотичне розтягнення мембран    
     E. Ацидоз

7. Фосфорорганічні сполуки (високотоксичні отрути нервово-паралітичної дії) гальмують ацетилхолінестеразу шляхом утворення ковалентних зв'язків з ОН-групами серину в активному центрі ферменту. Який тип інгібування характерний для цього класу сполук?  
   A. Оборотне                 B. Конкурентне              C. Неконкурентне

  D. Необоротне             E. Ретроінгібування

8. Назвіть тип інгібування, при якому інгібітор приєднується ні до ак-тивного центру ферменту, а до іншої специфічної ділянки молекули.  
  A. Алостеричне            B. Неконкурентне         C. Безконкурентне

  D. Субстратне           E. Конкурентне

9. Ензимотерапія – напрям медичної ензимології, пов'язаний із застосуванням ферментів для лікування різних захворювань. Назвіть фермент, який застосовується у комплексній терапії з метою усунення набряків, гематом, келоїдних рубців. 

     A. Карбоксипептидаза    B. Колагеназа    C. Пепсин    

    D. Амілаза                         E. Ліпаза

10. До відділення інтенсивної терапії доставлена жінка з діагнозом - інфаркт міокарда. Активність якого ферменту буде підвищеною протягом перших двох діб?

A. Аланінамінотрансферази              B. γ- Глутамілтранспептидази 

C. Аспартатамінотрансферази      D. ЛДГ4                  E. ЛДГ5  

11. У хворого - гострий панкреатит. Які препарати повинен призначити лікар, щоб уникнути аутолізу підшлункової залози?

A. Активатори протеаз                  B. Трипсин            C. Хімотрипсин

D. Амілазу                                         E. Інгібітори протеаз

12. Одним із шляхів регуляції активності ацетил-КоА-карбоксилази (лімітуючого ферменту в синтезі жирних кислот) є ретроінгібування кінцевим продуктом - пальмітоїл-КоА. Ретроінгібування є варіантом:

  A. Ковалентної модифікації ферменту    B. Конкурентного інгібування

 C. Необоротного інгібування                    D. Алостеричного інгібування     

 E. Неконкурентного інгібування
13. У  пацієнта прогресуюча м'язова дистрофія. Який з нижче перелічених біохімічних показників має діагностичне значення у цьому випадку?  

A. Креатинфосфокіназа                            B. Піруватдегідрогеназа

C. Лактатдегідрогеназа                           D. Глутаматдегідрогеназа  
E. Аденілатциклаза

14. Активність яких ферментів слід визначати з діагностичною і прогностичною метою, якщо до клініки поступив хворий з патологією серцевого м’яза? 
      A. Лізоциму, цитратсинтази, альдолази

     B. Нейрамінідази, гексокінази, піруваткінази

     C. Малатдегідрогенази, піруватдегідрогенази, сукцинатдегідрогенази

     D. Креатинкінази, аланін- і аспартатамінотрансферази 

     E. Аргінази, пептидази, фосфатази

15. Назвіть тип інгібування, при якому хімічну будову інгібітора нагадує будову субстрату.  
A. Неконкурентне              B. Конкурентне             C. Безконкурентне

D. Субстратне                  E. Необоротне
16. Табун, зарин, диізопропілфторфосфат (фосфорорганічні сполуки) є отрутами нервово-паралітичної дії. Який з перелічених ферментів інгібується фосфорорганічними сполуками?  
A. Фосфоліпаза А2          B. Ацетилхолінестераза   C. Цитохром Р-450

D. Ангіотензин-перетворюючий фермент   
E. Тирозинамінотрансфераза 

17. Ферменти широко використовуються як лікарські препарати. Який з наведених ферментів використовується для лікування лейкозів?  

A. Аспарагіназа                   B. Дегідрооротаза           C. Енолаза     

D. Фумараза                       E. Каталаза
18. Ензимотерапія – напрям медичної ензимології, пов'язаний із застосуванням ферментів для лікування різних захворювань. Назвіть фермент, який застосовується при лікуванні інфаркту міокарда.  
A. Фосфофруктокіназа    B. Піруваткіназа               C. Стрептокіназа

D. Гексокіназа                  E. Фосфогліцерокіназа

19. При аналізі шлункового соку хворого з діагнозом гіпоацидний гастрит виявлено значне зниження активності пепсину. Укажіть можливий біохімічний механізм цього явища.

A. Денатурація молекули ферменту

B. Конкурентне інгібування ферменту

C. Зниження енергії активації ферментативної реакції

D. Відсутність внутрішнього фактора Касла в шлунковому соку

E. Порушення утворення ферменту з проферменту
20. Укажіть активатор амілази слини.
А. Хлорид натрію    В. Сульфат амонію       С. Сульфат міді

D. Хлорид магнію   Е. Глюконат кальцію
21. Укажіть тип інгібування, при якому інгібітором ферменту є продукт реакції: А. Конкурентне          В. Неконкурентне       С. Безконкурентне
   D. Стереохімічне       Е. Ретроінгібування

22. Укажіть фермент, активність якого визначається у плазмі крові па-цієнтів з патологією кісткової тканини:

А.  Пепсин                             В.  Трипсин                    С.  Амілаза  

D.  Кисла фосфатаза          Е.  Лужна фосфатаза

23. Який механізм інгібування синтезу фолієвої кислоти сульфаніламідними препаратами?

 А.  Конкурентний    В.  Необоротний     С.  Денатурація ферменту  

D. Неконкурентний Е.  Зв’язування з алостеричними центрами ферментів

ПРАКТИЧНА РОБОТА

Кількісне визначення активності α-амілази у сироватці крові 

методом Каравея

Завдання 1. Визначити активність α-амілази у сироватці крові методом Каравея.
Принцип методу. α-Амілаза (α-1,4-глюкан-4-глюканогідролаза; КФ 3.2.1.1.) каталізує гідролітичне розщеплення крохмалю з утворенням кін-цевих продуктів, які не дають забарвлення з йодом. Про активність фер-менту судять за надлишком крохмалю, який визначають за зміною забарв-лення йодо-крохмального розчину спектрофотометричним методом.

Реактиви: 1) Субстратно-буферний розчин (рН 7,0): 26,6 г натрію гідрогенфосфату; 8,6 г бензоатної кислоти розчиняють у 500 мл дистильованої води, доводять до кипіння.  0,4 г крохмалю розчиняють у невеликій кількості дистильованої води і вливають у киплячий розчин. Кип’ятять протягом 1 хвилини, після охолодження доводять об'єм  дистильованою водою до 1 літра. 2) Основний розчин йоду – 0,1 ммоль/л: 3,567 г калію йодату і 45 г калію йодиду. Калію йодид розчиняють у 800 мл дистильованої води, додають 9 мл концентрованої хлоридної кислоти та доводять об’єм до 1 літра дистильованою водою. 3) Робочий розчин йоду – 0,01 ммоль/л: 50 г феруму йодиду, 100 мл основного розчину йоду; доводять об’єм до 1 літра дистильованою водою.

Хід роботи. Визначення активності α-амілази у сироватці крові провести за наступною схемою:

	Хімічний посуд
	Об’єм 
піпетки, мл
	Реактиви
	Проба, мл
	Контроль, мл
	Етапи

	Хімічні пробірки


	1
	субстратно-буферний розчин
	1
	1
	перед- інкубація

	
	інкубувати 5 хвилин при температурі 37°С

	
	0,1
	сироватка крові
	0,02
	-
	

	
	змішати, інкубувати протягом 7,5 хвилин 

при температурі 37°С (ферментативна реакція)

	
	1
	робочий  розчин 
йоду
	1
	1
	кольорова реакція

	
	0,1
	сироватка крові
	-
	0,02
	

	
	
	дистильована вода
	до 10 
	до 10
	

	
	змішати, виміряти Епр і Ек при довжині хвилі 630-690 нм у кюветі (10 мм) проти дистильованої води протягом 5 хвилин (фотометрія)


Активність α-амілази у сироватці крові розраховують за формулою:

                                                       Ек – Епр

активність α-амілази г/л∙год =  -------------- ∙ 160 ∙ К, де
                                                            Ек

Ек – екстинкція контролю; Епр – екстинкція проби; 160 – коефіцієнт розрахунку, який враховує кількість крохмалю, введеного в пробу і контроль, на 1 л біологічної рідини за годину інкубації при температурі 37°С; К – коефіцієнт розбавлення досліджуваної сироватки крові.

Клініко-діагностичне значення роботи. У нормі активність α-амілази у сироватці крові становить 12-32 г/л∙год. Підвищення активності у крові та сечі спостерігають при захворюваннях підшлункової залози. При гострому панкреатиті активність α-амілази підвищується в 10-30 разів, максимальну активність виявляють у першу добу хвороби, а потім вона швидко нормалізується на 2-6 добу. Гіперамілаземію спостерігають при гострому апендициті, перфоративній виразці шлунка та дванадцятипалої кишки, холециститі, розриві жовчного міхура, опіках, травматичному шоку, пневмонії, простатиті, уремії. Підвищенню активності α-амілази сприяють лікарські препарати (кортикостероїди, катехоламіни, фуросемід, антикоагулянти), наркотики, алкоголь. Зниження активності α-амілази спостерігають при гепатиті, цирозі, злоякісних утвореннях печінки, цукровому діабеті, гіпотиреозі, кахексії.
Кількісне визначення активності лактатдегідрогенази  (КФ 1.1.1.27) 
у сироватці крові за Севелом і Товареком

Завдання 1. Визначити активність лактатдегідрогенази у сироватці крові за Савелом і Товареком.
Принцип методу. Під впливом ЛДГ L-лактат за наявності нікотинамідаденіндинуклеотиду (НАД) окислюється до пірувату. Кількість утвореного пірувату визначають фотометрично за кольоровою реакцією з 2,4-динітрофенілгідразином, в якої утворюється 2,4-динітрофенілгідразон, що має червоно-буре забарвлення в лужному середовищі, інтенсивність якого прямо пропорційна вмісту кетокислоти.
                                                    ЛДГ

СН3-СН(ОН)-СООН + НАД+       →    СН3-СО-СООН + НАДН(Н+)

           лактат                                              піруват

 Хід роботи. В одну пробірку вносять 0,1 мл в 3 рази розведеної сироватки крові; 0,3 мл свіжоприготовленого розчину 0,02 моль/л НАД+ і ставлять на 5 хвилин на водяну баню при 37°С для нагрівання суміші. У другу пробірку вносять 0,8 мл розчину 0,03 моль/л натрію пірофосфату, 0,2 мл розчину 0,45 моль/л натрію лактату і нагрівають на водяній бані при 37°С. Виливають вміст другої пробірки в першу, швидко перемішують скляною паличкою, не виймаючи пробірки з бані, і відзначають час початку інкубації. Через 25 хвилин реакцію припиняють додаванням 0,5 мл 0,2% розчину 2,4-динітрофенілгідразину в розчині 1 моль/л хлоридної кислоти і залишають пробірку на 20 хвилин при кімнатній температурі для утворення гідразону. До суміші додають 5 мл розчину 0,4 моль/л натрію гідроксиду, вміст перемішують скляною паличкою і через 10 хвилин вимірюють екстинкцію дослідної проби проти контрольної на ФЕК при довжині хвилі 520-560 нм у кюветах товщиною 10 мм. Контрольну пробу готують як і дослідну, але розведену сироватку додають після інкубації. Активність ферменту розраховують за калібрувальним графіком, умови побудови якого наведені в таблиці.

	                                                                                              №
 про-бір-
ки
	Робочий стандарт-ний розчин натрію пірувату, мл
	Розчин 0,03 моль/л натрію пірофос-фату, мл
	Дист. вода, мл
	Вміст пірувату в пробі, мкмоль
	Одини-

ці актив-ності ЛДГ ммоль/

л∙год
	Екс-тинк-ція

	1
	0,1
	0,8
	0,5
	0,01
	1,2
	

	2
	0,2
	0,8
	0,4
	0,02
	2,4
	

	3
	0,4
	0,8
	0,2
	0,04
	4,8
	

	4
	0,6
	0,8
	-
	0,06
	7,2
	

	5
	0,8
	0,8
	-
	0,08
	9,6
	


На осі ординат відкладають значення екстинкції, а на осі абсцис – відповідні їм одиниці активності ЛДГ, які виражені в ммоль/л∙год.

Клініко-діагностичне значення роботи. Визначення активності лактатдегідрогенази (ЛДГ) використовується у клініко-біохімічних лабораторіях для діагностики захворювань, а також як тест на одужання. У нормі активність ферменту в сироватці крові становить 0,8-4,0 ммоль/л∙год. Активність ЛДГ підвищується при ушкодженні міокарда, лейкозі, хворобах нирок, гемолітичній та серпоподібноклітинній анемії, тромбоцитопенії, інфекційному мононуклеозі, а також при прогресуючій м’язовій дистрофії. При хворобах, які супроводжуються некрозом тканин (інфаркт міокарда, некротичні ураження нирок, гепатит, панкреатит, пухлини), спостерігають різке підвищення активності ЛДГ у сироватці крові. При гострому гепатиті активність ЛДГ у сироватці крові підвищується в перший тиждень жовтяничного періоду, при легкому та середньому ступені тяжкості хвороби активність ферменту швидко нормалізується. У хворих з гострим інфарктом міокарда спостерігається підвищення активності загальної ЛДГ та ЛДГ1 у сироватці крові через 8-18 годин після початку нападу, яке досягає максимуму через 24-72 години. Активність ферментів залишається високою протягом першого тижня і нормалізується на 6-10 добу. Також має значення визначення співвідношення ЛДГ1/ЛДГ2, яке у нормі становить 0,4-0,74, а при гострому інфаркті міокарда зростає у 5-10 разів. При стенокардії активність ЛДГ у сироватці крові не підвищується. 
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи:

 1. Підготувати реферативне повідомлення на тему: «Особливості будови, кінетики і регуляції активності алостеричних ферментів».

2. Провести огляд наукової літератури за темою: «Серинові протеїнази. Використання інгібіторів протеолізу у медицині».
 ЗАНЯТТЯ 3 (4 години)
ТЕМА 5 (4 години): Загальна характеристика вітамінів. Жиророзчинні вітаміни. Якісні реакції на жиророзчинні вітаміни.
АКТУАЛЬНІСТЬ. Вітаміни – група органічних  речовин, які мають різну будову та фізико-хімічні властивості, є абсолютно  необхідними для нормальної життєдіяльності організму і виконують в ньому безпосередньо або у складі більш складних сполук каталітичну, регуляторну або антиоксидантну функції; як правило,  вітаміни в організмі людини не синтезуються та не депонуються, а повинні обов’язково поступати з продуктами харчування; недостатність вітамінів призводить до розвитку специфічного симптомокомплексу, який називають гіпо- та  авітамінозом.

МЕТА. Ознайомитися з історією відкриття вітамінів, роллю вітчизняних вчених у розвитку вітамінології. Вивчити загальну характеристику вітамінів: біохімічні закономірності їх функціонування як компонентів харчування людини та регуляторів ферментативних реакцій і обмінних процесів; класифікацію за фізико-хімічними властивостями та клініко-фізіологічною дією; поняття про вітамери та провітаміни; причини та молекулярно-біохімічні механізми виникнення патологій за умов гіпо- та гіпервітамінозів. Вивчити та вміти охарактеризувати жиророзчинні вітаміни за наступним планом: 1) назва (хімічна, біологічна), 2) хімічна структура та її можливі перетворення; 3) біологічна роль; 4) специфічний симптомокомплекс гіпер-, гіпо- і авітамінозу; 5) джерела та профілактична доза.
ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	*1.
	Історія відкриття вітамінів, роль вчених у розвитку вітамінології.

	2.
	Загальна характеристика вітамінів. Їх роль в організмі людини. Класифікація за фізико-хімічними властивостями та клініко-фізіологічною дією. Провітаміни, формули відомих провітамінів. Вітамери.

	*3.
	Екзогенні та ендогенні гіпо- та авітамінози. Клініко-біохімічні аспекти авітамінозів.

	4.
	Вітаміни групи А і β-каротини: структура, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба для ретинолу і β-каротинів; гіпо- та гіпервітамінози.

	5.
	Вітаміни групи D: структура, механізм дії в обміні кальцію та фосфатів; джерела, добова потреба. Гіповітаміноз у дітей та дорослих. Симптоми гіпервітамінозу.

	6.
	Вітаміни групи Е: структура, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба, симптоми недостатності.

	7.
	Вітаміни групи К: структура, участь в системі згортання крові; джерела, добова потреба. Аналоги та антагоністи вітаміну К як лікарські препарати.

	*8.
	Вітамін F (комплекс поліненасичених вищих жирних кислот): структура компонентів комплексу, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. Історія відкриття вітамінів, роль вчених у розвитку вітамінології. 
	 1.1.  Експериментальні дослідження М.І. Луніна (1880) - визначення ролі незамінних факторів харчування.

1.2.  Експериментальні дослідження К. Сосіна (1891) – підтвердження робіт М.І. Луніна.

1.3. Експериментальні дослідження Ф. Хопкінса (1906-1912) – «допоміжні фактори харчування».

1.4. Експериментальні дослідження Т. Такаки (1887) та Х. Ейкмана (1897) – вивчення бері-бері.

 1.5. Експериментальні дослідження  В.В.Пашутіна (1895-1901) – доведено, що цинга є однією з форм голодування, розвивається внаслідок відсутності в їжі певної органічної речовини, а також припущено зв’язок вітамінів з ферментами. 
1.6. Експериментальні дослідження В. Степпа (1909) – виявлений жировий фактор А у молоці та чорному хлібі, який у подальшому отримав назву вітамін А.
1.7.  К. Функ (1912) – запропонував назву «вітаміни», отримав вітамін В1.

1.8. М. Зелинський (1921) – встановив зв’язок між вітамінами та ферментами.

1.6. О.В. Палладін (1919-1944) – досліджував процеси перетворення вітамінів у тканинах тваринного організму, питання розладів обміну речовин при авітамінозах та гіповітамінозах, створив синтетичний вітамінний препарат - вікасол.

	2. Екзогенні та ендогенні гіпо- та авітамінози. Клініко-біохімічні аспекти авітамінозів.

Гіповітаміноз - патологічний стан, для якого характерна відносна недостатність вітаміну в організмі.

Авітаміноз – патоло-гічний стан, для якого характерна повна недостатність вітаміну.
	2.1. Причини виникнення:
- екзогенні: зменшення/відсутність надходження з продуктами харчування;
- ендогенні: порушення засвоєння вітамінів (захворювання ШКТ, печінки, жовчного міхура); наявність антивітамінів; збільшення потреби (вагітність, лактація, інфекційні хвороби) та ін.

2.2. Внаслідок розвитку гіпо- та авітамінозів виникають глибокі порушення метаболічних процесів: виникнення специфічних симптомокомплексів; порушення функціонування фер-ментів; порушення регуляторних функцій організму.

	3. Вітамін F – комплекс поліненасичених жирних кислот (лінолева, ліноленова, арахідонова).
	3.1. Хімічна природа та властивості.
3.2. Біологічна роль:

- попередник у синтезі  ейкозаноїдів (простагландинів, тромбоксанів, лейкотриєнів, простациклінів);

- антиатеросклеротична дія (знижує рівень холестеролу в крові);
- рост і регенерація шкірного епітелію;

- вплив на сперматогенез;

- стимуляція імунної системи;

- синтез фосфо- та гліколіпідів;
- антиалергійна дія (інгібітори гістаміну).

3.3. Клінічні симптоми гіповітамінозу:

- фолікулярний гіперкератоз;

- порушення обміну ліпідів;

- захворювання печінки;

- атеросклероз;

- відставання в рості;

- зниження репродуктивної функції;

- розвиток серцево-судинних захворювань;

- захворювання шкіри (екземи, дерматити).

3.4. Добова потреба: 2-6 г до 10 г.

3.5. Джерела: рослинні олії, вершкове масло, яйця, червона риба, горіхи. 


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. У дитини зі спадковим ураженням нирок спостерігаються ознаки рахіту, концентрація вітаміну D в крові в межах норми. Що з наведеного є найбільш вірогідною причиною розвитку рахіту?

А. Підвищена екскреція кальцію з організму 

B. Гіперфункція паращитовидних залоз

C. Гіпофункція паращитовидних залоз

D. Порушення cинтезу кальцитріолу

E. Недостатнє надходження кальцію з їжею

2. Линолева та линоленова кислоти необхідні організму людини для синтезу ейкозаноїдів. Головним джерелом цих кислот є:

А. Аліментарний фактор            В. Біосинтез жирних кислот

С. Розпад холестерину                D. Мікросомальне окиснення

Е. Окиснення жирних кислот

3. Який вітамін має антиксерофтальмічну дію:

     А.  Вітамін D   В. Вітамін К  С. Вітамін А   D. Вітамін Р   Е. Вітамін С

4. За кілька днів до операції хворому призначають вітамін К або його синтетичний аналог вікасол. У якому типі реакцій посттрансляційної модифікації II, VII, IX, X факторів згортання крові приймає участь вітамін К?
A. Карбоксилування       B. Декарбоксилування       C. Дезамінування
       D. Трансамінування       E. Глікозилування
5. Під впливом іонізуючого опромінення або при авітамінозі вітаміну Е в клітці спостерігається підвищення проникності мембран лізосом. До яких наслідків може призвести така патологія?

А. Інтенсивного синтезу енергії     

В. Інтенсивного синтезу білків 

С. Часткового або повного руйнування клітини

D. Відновлення цитоплазматичної мембрани

Е. Формування веретена поділу
6. Який вітамін, завдяки гідрофобному боковому радикалу, вбудовується в фосфоліпідний матрикс біомембран, стабілізуючи їх, і виконуючи функцію потужного біоантиоксиданту?
    A. Токоферол               B. Вітамін D             C. Вітамін В6 

       D. Нікотинамід          E. Ціанокобаламін
7. Хворому на пародонтоз лікар призначив аплікації вітаміну А. Активація якого процесу під впливом вітаміну А забезпечує лікувальний процес?

А. Карбоксилування глутамінової кислоти

B. Темнавого зору

C. Кольорового зору

D. Гідроксилування проліну

E. Росту та диференціювання клітин 
8. Гормональна форма якого вітаміну індукує на рівні генома синтез Са-зв'язуючих білків в ентероцитах і таким чином регулює всмоктування в кишечнику іонів кальцію, необхідних для утворення тканини зуба?

A. D3           B. В1           C. Е          D. А          E. К

9. У хворого спостерігається гемералопія. Яке з перерахованих речовин має лікувальну дію? 
 A. Кератин     B. Креатин     C. Каротин     D. Карнітин    E. Карнозин

10. Пацієнт скаржиться на втрату апетиту, головний біль, поганий сон. Об’єктивно спостерігаються гіперкератоз, запалення очей, випадання волосся, загальне виснаження організму. З анамнезу відомо, що хворий тривалий час вживав риб’ячий жир. Що можна запідозрити?

А. Гіпервітаміноз D       В. Гіповітаміноз D
С. Гіпервітаміноз А       D. Гіповітаміноз А

Е. Гіпервітаміноз F

11. Укажіть прояв К-гіповітамінозу.

А. Тромбози       В. Підшкірні крововиливи      С. Випадіння зубів

D. Підвищене згортання крові           Е. Дерматити

12. Мати немовляти скаржиться на поганий сон дитини, плаксивість, дратівливість, потіння, облисіння потилиці. Яке захворювання можна припустити?  А. Цингу             В. Рахіт                            С. Бері-бері  

              D. Пелагру        Е. Анемію Аддісона-Бірмера

13. У новонародженої дитини з'явилися симптоми геморагічної хвороби у зв'язку з гіповітамінозом К. Розвиток захворювання зумовлений біологічною роллю вітаміну К. Назвіть, якою саме?

А. Є кофактором протромбіну

B. Є специфічним інгібітором антитромбіну

С. Впливає на протеолітичну активність тромбіну

D. Є кофактором γ-глутаматкарбоксилази

Е. Інгібує синтез гепарину

14. З антиоксидантними властивостями двох жиророзчинних вітамінів пов'язують їх можливу протиракову активність. Назвіть ці вітаміни.

 A. А і К      B. Е і К          C. D і К       D. D і Е      E. А і Е

15. При обстеженні дитини лікар виявив ознаки рахіту. Недостатність якої сполуки в організмі дитини сприяє розвитку цього захворювання?

A. Нафтохінону    B. 1,25-Дигідроксихолекальциферолу   
C. Токоферолу      D. Ретинолу          E. Біотину
16. Вагітній з декількома мимовільними абортами в анамнезі призначена терапія вітамінними препаратами. Який вітамін сприяє виношуванню вагітності?

     A. (-Токоферол                  B. Фолієва кислота      C. Ціанокобаламін

    D. Піридоксальфосфат     E. Рутин

17. У жінки з хронічним захворюванням нирок розвинувся остеопороз. Дефіцит якого з нижче перерахованих речовин є основною причиною цього ускладнення?

        A. D3         B. 1,25-Дигідрокси-D3               C. Холестерину    

D. D2         E. 25-Гідрокси-D3 

18. У дитини відзначається затримка прорізування зубів, неправильне їх розташування. Скарги також на сухість у роті, поява тріщин у кутах рота з подальшим нагноєнням. З недостатністю якого вітаміну може бути пов'язаний цей стан?    A. А          B.  D         C.  С          D. Е            E.  К

19. У дитини  чітко виражені ознаки рахіту. Розладів травлення не відзначається. Дитина багато знаходиться на сонці. Протягом двох місяців дитина отримувала вітамін D3, проте симптоми рахіту не зменшилися. Чим можна пояснити розвиток рахіту у цієї дитини?

А. Порушенням синтезу кальцитоніну

B. Порушенням синтезу паратгормону

C. Порушенням синтезу кальцитріолу

D. Порушенням синтезу тироксину

Е. Порушенням синтезу інсуліну 
20. У хворих із закупорюванням загального жовчного протока виникають геморрагії, пов’язані з поганим засвоєнням вітаміну:

A. А            B. K            C.Е            D. D            E. F

21. Інститут геронтології людям похилого віку рекомендує вживати комп-лекс вітамінів, який містить вітамін Е. Яку головну функцію він виконує?

A. Антигеморагічну        B. Антискорбутну       C. Антиоксидантну  

D. Антиневритну           E. Антидерматитну

22. Відомо, що введення в організм людини лікарського препарату дикумаролу викликає різке зниження в крові вмісту протромбіну та ряду інших білкових факторів згортання крові. Антивітаміном якого вітаміну є дикумарол? 
A. Вітаміну Н                B. Вітаміну С                C. Вітаміну Е     

D. Вітаміну Р               E.  Вітаміну К
23. Окуліст виявив у хворого збільшення часу адаптації ока до темряви. Недостатність якого вітаміну може бути причиною даного симптому?

A. D          B. Е           C. С           D. К            E. A
24. Лікування дитини, хворої на рахіт, за допомогою вітаміну D3 не дало позитивного результату. Яка найбільш ймовірна причина неефективності лікування? A. Недостатність ліпідів в їжі
B. Порушення гідроксилування вітаміну D3
C. Порушення включення вітаміну D3 у фермент

D. Підвищене використання вітаміну D3 мікрофлорою кишечника

E. Порушення транспорту вітаміну D3 білками крові
25. У хворого спостерігається порушення сутінкового зору, сухість кон'юнктиви і рогівки. Такі зміни можуть бути наслідком дефіциту:

       A. Вітаміну А           B. Вітаміну В1            C. Вітаміну С    
      D. Вітаміну D          E. Вітаміну В12   

26. Недостатність вітаміну D у дітей викликає порушення кальцієво-фосфорного обміну, остеомаляцію і розвиток рахіту. Кальцитріол регулює всмоктування іонів Са2+ в кишечнику через індукцію синтезу:

A. Все перераховане

B. Са2+-залежної АТФази в міоцитах

C. Na/K-АТФази в ентероцитах

D. Са2+-зв'язуючого білка в ентероцитах

E. Са2+-кальмодуліну в ентероцитах

27. При якому гіповітамінозі спостерігається одночасне порушення репродуктивної функції та дистрофія скелетних м'язів?

A. Е          B. А         C. К         D. D         E. В1
28. У дитини спостерігається кишковий дисбактеріоз, на тлі якого розвинувся геморагічний синдром. Що є найбільш ймовірною причиною геморагій у цієї дитини?

А. Дефіцит вітаміну К     B. Активація тромбопластину тканини

С. Гіповітаміноз РР        D. Дефіцит фібриногену      E. Гіпокальціємія

29. Одним з механізмів дії вітаміну К є його участь в ферментній системі гамма-карбоксилування білкових факторів коагуляції крові, мінералізації кістки і зуба завдяки підвищенню спорідненості їх молекул з іонами кальцію. Яка амінокислота карбоксилується в білках?

       A. Серин    B. Фенілаланін     C. Валін      D. Глутамінова      E. Аргінін
30. Вітамін А в комплексі зі специфічними циторецепторами проникає через ядерні мембрани, індукує процеси транскрипції, що стимулює ріст і диференціювання клітин. Ця біологічна функція реалізується наступною формою вітаміну А:

       A. Каротин     B. Транс-ретиноєва кислота     C. Транс-ретиналь      
      D. Ретинол      E. Цис-ретиналь

ПРАКТИЧНА РОБОТА

Якісні реакції на жиророзчинні вітаміни

Завдання 1. Провести реакцію на ретинол з концентрованою сульфатною кислотою.
Принцип: Концентрована сульфатна кислота віднімає воду від ретинолу з утворенням забарвлених продуктів.

Хід роботи: У суху пробірку вносять 2 краплі 0,05% масляного розчину ретинолу у хлороформі (1:5) та додають 1 краплю концентрованої сульфатної кислоти. З’являється  червоно-фіолетове забарвлення, яке поступово переходить у червоно-буре.

Завдання 2.Провести реакцію на ретинол з феруму (III) сульфатом.
Хід роботи. До 2 крапель 0,05% масляного розчину ретинолу у хлороформі (1:5) прилити 10 крапель льодяної оцтової кислоти, насиченої феруму (III) сульфатом, і 2 краплі концентрованої сульфатної кислоти. З’являється блакитне забарвлення, яке поступово переходить у рожево-червоне. Каротини дають в цій реакції зеленувате забарвлення.

Завдання 3.  Провести реакцію на кальциферол.

Принцип: Вітамін D при взаємодії з аніліновим реактивом за умов нагрівання забарвлюється у червоний колір.

Хід роботи: У суху пробірку вносять 2 краплі риб’ячого жиру та 10 крапель хлороформу, а потім додають при безперервному помішуванні 2 краплі анілінового реактиву (аніліновий реактив – 15 частин аніліну і 1 частина концентрованої сульфатної кислоти). Обережно нагрівають при безперервному помішуванні та кип’ятять 30 секунд. При наявності вітаміну D жовта емульсія набуває зеленого, а потім червоного кольору.

            Завдання 4.  Провести реакцію на нафтохінон (вітамін К1). 

Принцип: Вікасол у присутності цистеїну в лужному середовищі забарвлюється у лимонно-жовтий колір.

Хід роботи: На сухе скло наносять 5 крапель 0,05% розчину вікасолу, додають 5 крапель 0,025% розчину цистеїну та 1 краплю 10% розчину натрію гідроксиду. З’являється лимонно-жовте забарвлення.
Оформлення роботи: заповнити таблицю.
	Вітамін
	Хімічна будова
	Якісна реакція
	Механізм реакції
	Спостереження

	Ретинол
	
	
	
	

	Кальциферол
	
	
	
	

	Нафтохінон
	
	
	
	


Практичне значення роботи. Якісні реакції на вітаміни базують-ся на кольорових реакціях, характерних для тієї чи іншої хімічної групи, що входить до їх структури. Проведення таких реакцій дозволяє виявити вітаміни в лікарських препаратах, харчових продуктах, лікарських рослинах. Принципи, які покладено в основу якісних реакцій на вітаміни, використовуються і при розробці методів їх кількісного визначення. 
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи:

 1. Підготувати реферативне повідомлення на тему: «Токсичні ефекти вітамінів А і D при гіпервітамінозі».

2. Підготувати презентацію на тему: «Всмоктування жиророзчинних вітамінів у шлунково-кишковому тракті».

ЗАНЯТТЯ 4 (4 години)
ТЕМА 6 (4 години): Водорозчинні вітаміни. Вітаміноподібні речовини. Антивітаміни. Якісні реакції на водорозчинні вітаміни. Кількісне визначення вмісту вітаміну С  у сечі та екстракті шипшини.

АКТУАЛЬНІСТЬ. Знання ролі вітамінів в обміні речовин є необхідним для пояснення виникнення специфічного симптомокомплексу, характерного для розвитку того чи іншого  гіпо- або авітамінозу, розуміння можливостей та шляхів їх запобігання і лікування. На основі якісних проб та кількісного визначення вітамінів і деяких констант біологічних рідин, що залежать від них, можна судити про вітамінну забезпеченість організму.

МЕТА. Вивчити та вміти охарактеризувати водорозчинні вітаміни за наступним планом: 1) назва (хімічна, біологічна), 2) хімічна структура та її можливі перетворення; 3) біологічна роль; 4) специфічний симптомо-комплекс гіпо- і авітамінозу; 5) джерела та профілактична доза. Ознайомитися з вітаміноподібними речовинами та антивітамінами. Ознайомитися з якісними реакціями на водорозчинні вітаміни та  методом кількісного визначення вмісту вітаміну С.
ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Вітамін В1 (тіамін): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. Структура ТДФ, ТТФ.

	2.
	Вітамін В2 (рибофлавін): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недо-статності. Структура ФАД, ФМН.

	3.
	Вітамін В3 (пантотенова кислота): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. Охарактеризувати структуру HS-KoA.

	4.
	Вітамін В5 (нікотинова кислота, нікотинамід, ніацин): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. Структура НАД та НАДФ.

	5.
	Вітамін В6 (піридоксин): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. Структура ПАЛФ.

	6.
	Вітамін В7 (біотин): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	7.
	Вітамін В9 (фолієва кислота): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	8.
	Вітамін В12 (кобаламін): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	9.
	Вітамін С (аскорбінова кислота): будова, біологічні властивості, механізм дії, роль в обміні речовин, джерела, симптоми недостатності. Профілактична, захисна та лікувальна дози.

	10.
	Вітамін Р (флавоноїди): будова, біологічні властивості, механізм дії, прояви недостатності, джерела, добова потреба.

	*11.
	Загальна характеристика вітаміноподібних речовин. Роль карнітину, убіхінону та ліпоєвої кислоти в метаболізмі речовин.

	*12.
	Антивітаміни. Особливості структури і дії; використання в медицині.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. Вітаміноподібні речовини – це речовини, які за деякими критеріями не відповідають класичному визначенню вітамінів:

- не є строго обов’язковими харчовими факторами, можуть синтезуватися, але в недостатній кількості;

- можуть виконувати різні функції (не тільки кофакторну, регуля-торну, антиоксидантну);

- їх недостатність не супроводжується розвитком специфічного симптомокомплексу. 
	· Вітамін В4 (холін) – складова частина фосфоліпідів – компонентів клітинних мембран, донор метильних груп, ліпотропний фактор;

· вітамін В8 (інозит) – складова частина іно-зитфосфатів,  фосфатидів,   ліпотропний фактор;

· вітамін В13 (оротова кислота) – стимулює синтез білка, поділ клітин, ріст і розвиток організмів (анаболічна дія);

· вітамін В15 (пангамова кислота) – донор метильних груп, ліпотропний фактор, активатор окислювальних процесів в організмі;
· ліпоєва кислота – кофермент у складі оксидоредуктаз, простетична група складних поліферментних комплексів – піруватдегідроге-назного та α-кетоглутаратдегідрогеназного;

· карнітин – здійснює транспорт активних форм жирних кислот у мітохондрії, сприяючи процесу їх β-окиснення;
·  убіхінон – переносник протонів та електронів у дихальному ланцюзі;
-  пара-амінобензойна кислота – вітамін, необ- 
    хідний  для мікроорганізмів. 

	2. Антивітаміни - речовини, які пригнічують дію вітамінів шляхом їх руйнування,
зв’язування в неактивні форми, заміщення сполуками, близькими за будовою, але без властивостей вітамінів. 
	2.1. Класифікація:
- специфічні: а) структурні аналоги вітамінів, блокують активні центри ферментів, антиметаболіти; б) речовини, що відрізняються за структурою від вітамінів, але здатні модифікувати хімічну природу вітамінів;

- неспецифічні – речовини, що запобігають проникненню вітамінів у клітину або сприяють швидкому їх руйнуванню (наприклад, авідин – для В7 (Н), аскорбатоксидаза – для вітаміну С, тіаміназа – для В1).
2.2. Застосування у медицині:

- для створення експериментальних моделей гіпо- та авітамінозів;

- для лікування хвороб (гострого лейкозу, тромбозів, тромбофлебітів тощо);

- використання як протиінфекційних препаратів.

2.3. Приклади антивітамінів:

- варфарин, дикумарол – антивітаміни К;
- сульфаніламіди – антивітаміни В10;
- птеридини, метотрексат – антивітаміни В9;

- ізоніазид – антивітамін В5 і В6.


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. При катаральній ангіні хворому призначили препарат з групи сульфа-ніламідів. Визначте механізм антибактеріальної дії сульфаніламідів.

А. Порушення синтезу білків клітинної стінки

B. Зниження проникності мембран

C. Пригнічення сульфгідрильних груп тіолових ферментів

D. Конкурентний антагонізм з пара-амінобензойною кислотою

E. Коагуляція білка 
2. Відомо, що частина діоксиду вуглецю використовується в організмі у біосинтезі ефірних кислот, сечовини, глюконеогенезі тощо. Який вітамін утворює СО2-транспортуючу форму для цих реакцій?

 A. Тимін     B. Рибофлавін    C. Біотин    D. Нікотинамід    E. Ретинол

3. У немовля спостерігалися судоми, які проходили після введення вітаміну В6. Цей ефект найбільш ймовірно викликаний тим, що вітамін В6 входить до складу ферменту:

A. Піруватдегідрогенази           B. Глутаматдекарбоксилази

C. Глікогенсинтази                   D. Амінолевулінатсинтази  

E. Глікогенфосфорилази

4. У хворого порушений еритропоез. Назвіть вітамін, нестача якого може спостерігатися у даному випадку.

А. Фолієва кислота                   B. Пантотенова кислота  

С. Аскорбінова кислота           D. Нікотинова кислота   

E. Арахідонова кислота 

5. Дитині з лікувальною метою призначений кофермент, який входить до складу ферментів підкласу «дегідрогенази». Які з перерахованих вітамінів можуть брати участь в його утворенні?

 A. Р і В1           B. В2 і В6          C. В1 і В2       D. В1 і В5          E.  РР і В2
6. Який вітамін входить до складу декарбоксилази глутамінової кислоти і бере участь в утворенні ГАМК, а його недостатність проявляється судомами?    A. Кобаламін                         B. Токоферол         C. Фолієва кислота

           D. Аскорбінова кислота      E. Піридоксин

7. Дитина перебуває на лікуванні в гематологічному відділенні, діагноз - хвороба Аддісона-Бірмера. Який препарат є основним для лікування даного захворювання?

A. Фолієва кислота         B. Вітамін В12                  C. Нікотинамід    

D. Рутин                          E. Заліза лактат

8. Гідроксипролін – важлива амінокислота, що входить до складу колагену. За участі якого вітаміну відбувається утворення цієї амінокислоти шляхом гідроксилування проліну?

A. С            B. D             C. В1                 D. В2                  E. В6
9. Який вітамін є складовою частиною коферменту А?

А. Параамінобензойна кислота          В. Піридоксин            

С. Карнітин                D. Оротова кислота   Е. Пантотенова кислота

10. Який вітамін оказує вплив на проникність капілярів?

А. Нікотинамід               В. Рибофлавін                  С. Піридоксин      

D. Рутин                    Е. Пангамова кислота

11. Відсутність якого вітаміну викликає хворобу, яка супроводжується підвищеною проникністю та хрупкістю кровоносних судин?

А. Вітаміну В1               В. Вітаміну РР                 С. Вітаміну В6      

D. Вітаміну С          Е. Вітаміну Е

12. При ентеробіозі призначають акрихін - структурний аналог вітаміну В2. Порушення синтезу яких ферментів у мікроорганізмів викликає цей препарат? A. ФАД-залежних дегідрогеназ       В. Цитохромоксидаз    

         C. Пептидаз     D. НАД-залежних дегідрогеназ  E. Амінотрансфераз

13. Дівчина часто хворіє на гострі респіраторні інфекції, після яких спостерігаються множинні точкові крововиливи у місцях  тертя одягу. Який гіповітаміноз у дівчини?   A. С     B. В6         C. B1         D. А      E. В2
14. У сечі хворого рівень піровиноградної кислоти в декілька разів перевищує норму. Йому призначено парентеральне введення кокарбоксилази. Який з перерахованих коферментів призначений?

 A. ФАД       B. НАД        C. ТДФ        D. ТГФК       E. НАДФ

15. У немовля спостерігаються епілептіформні судоми, зумовлені дефіцитом вітаміну В6. Це викликано зменшенням вмісту у нервовій тканині гальмівного медіатора – γ-аміномасляної кислоти. Активність якого ферменту знижена?

A. Глутаматдекарбоксилази        B. Аланінамінотрансферази 

C. Глутаматдегідрогенази          D. Піридоксалькінази

E. Глутаматсинтетази

16. Бактерицидна дія сульфаніламідних препаратів ґрунтується на конкурентних відносинах з параамінобензойною кислотою. Синтез якого з перерахованих вітамінів порушується у бактерій?

А. Кобаламіну                             B. Піридоксину          С. Фолієвої кислоти

D. Нікотинаміду                        Е. Біотину

17. У хворого - дерматит, діарея, деменція. Відсутність якого вітаміну є  причиною даного стану?

A. Аскорбінової кислоти            B. Нікотинаміду       C. Фолієвої кислоти

   D. Біотину                                   E. Рутину

18. У хворого діагностовано себорейний дерматит, пов'язаний з дефіцитом вітаміну Н. Порушення активності якого з перелічених ферментів спостерігається у хворого?

А. Карбамоїлфосфатсінтетази          В. Амінотрансферази

С. Піруватдекарбоксилази                  D. Ацетил-КоА-карбоксилази

Е. Алкогольдегідрогенази 

19. Реакції міжмолекулярного транспорту одновуглецевих радикалів є необхідними для синтезу білків і нуклеїнових кислот. З якого вітаміну утворюється кофермент, необхідний для зазначених вище реакцій?

A. Фолієвої кислоти         B. Тіаміну         C. Пантотенової кислоти

D. Рибофлавіну                E. Аскорбінової кислоти

20. У хворого з атрофічним гастритом виявлена злоякісна анемія. Порушення всмоктування якого вітаміну спостерігається при цьому?

   А. Тіаміну    В. Ніацину     С. Кобаламіну     D. Біотину       Е. Ретинолу

21. У хворого, який харчувався виключно полірованим рисом, недостатність тіаміну стала причиною поліневриту. Екскреція якої речовини з сечею може бути індикатором цього авітамінозу?

А. Метил-малонової кислоти         В. Піровиноградної кислоти

С. Фенілпірувату                            D. Малату               Е. Сечової кислоти

22. Чоловікові, хворому на туберкульоз легень, призначений ізоніазид. Недостатність якого вітаміну може розвинутися внаслідок тривалого вживання даного препарату?

     А. Біотину                                     В. Тіаміну                   С. Кобаламіну    

    D. Фолієвої кислоти                     Е. Піридоксину

23. У хворого діагностовано мегалобластичну анемію. Назвіть сполуку, недостатня кількість якої в організмі може призвести до розвитку цієї хвороби?

А. Ціанокобаламін   В. Гліцин   С. Мідь D. Холекальциферол   Е. Магній

24. Чоловік захворів на пелагру. При опитуванні стало відомо, що протягом тривалого часу він харчувався переважно кукурудзою, мало вживав м'яса. Дефіцит якої речовини в кукурудзі зумовив розвиток захворювання? 

 А. Тирозину    В. Триптофану    С. Гістидину   D. Аланіну    Е. Проліну

25. За клінічними показниками хворому призначений піридоксальфосфат. Для корекції яких процесів необхідний цей препарат?

А. Окисного декарбоксилування кетокислот 

В. Дезамінування амінокислот

С. Трансамінування і декарбоксилування амінокислот 

D. Синтезу пуринових і піримідинових основ

Е. Синтезу білка

26. Недостатність вітаміну В6 може потенціювати недостатність вітаміну РР, оскільки коферментна форма вітаміну В6 втягується в синтез НАД з триптофану. Вкажіть цю коферментну форму.

    А. Кальцитріол            В. Тіаміндифосфат       С. Піридоксальфосфат

D. Метилкобаламін     Е. Карбоксибіотин

27. У пацієнта після вживання сирих яєць з’явився дерматит. Який роз-вився авітаміноз?

А. Фолієвої кислоти                            В. Пантотенової кислоти   

С. Параамінобензойної кислоти       D. Інозиту                 Е. Біотину

28. Гіповітаміноз С призводить до зменшення утворення органічного матриксу, порушення синтезу колагену, так як цей вітамін бере участь у процесах:

    А. Гідроксилування проліну             В. Карбоксилування лізину

С. Гідроксилування аргініну            D. Карбоксилування проліну
Е. Гідроксилування триптофану
29. Механізм дії поширеного протипухлинного препарату метотрексату заснований на тому, що він є структурним аналогом:

    А. Нікотинової кислоти   В. Пара-амінобензойної кислоти

С. Ціанокобаламіну          D. Фолієвої кислоти      Е. Ретиноєвої кислоти
30. У жінки має місце гіповітаміноз В2. Причиною виникнення специфічних симптомів (ураження епітелію, слизових оболонок, шкіри, рогівки ока), ймовірно, є дефіцит: 

     А. Цитохрому а1                       В. Флавінових коферментів     С. Цитохрому b

     D. Цитохромоксидази     Е. Цитохрому c
31. Часто як протипухлинні препарати використовуються антивітаміни фолієвої кислоти. Який з нижче перерахованих відноситься до них?

      А. Авідін                           В. Сульфаніламіди                   С. Аміноптерин     

     D. Ізоніазид                      Е. Дикумарин

32. До лікарні звернувся чоловік з розладами пам'яті, больовими відчуттями по ходу нервових стовбурів, зниженням інтелектуальних функцій, порушеннями з боку серцево-судинної системи та явищами диспепсії. В анамнезі хронічний алкоголізм. Дефіцит якого вітаміну може викликати ці симптоми?

   А. Тіаміну  В. Рибофлавіну   С. Ретинолу   D. Ніацину   Е. Кальциферолу

33. Фолієва кислота виконує кофакторну функцію в реакціях:

А. Фосфорилування      В. Переносу одновуглецевих груп

С. Дезамінування          D. Трансамінування               Е. Гідролізу

34. У хворого в крові збільшена концентрація пірувату. Значна його кількість екскретується із сечею. Який авітаміноз у хворого?

А. Авітаміноз В6         В. Авітаміноз Е            С. Авітаміноз В3 

D. Авітаміноз В1         Е. Авітаміноз В2  

35. Під час патронажу лікар виявив у дитини симетричну шорсткість шкіри щік, пронос, порушення нepвової діяльності. Дефіцит яких харчових факторів є причиною такого стану?

А. Лізину, аскорбінової кислоти       В. Tреоніну, пантотенової кислоти

С. Метіоніну, ліпоєвої кислоти       D. Фенілаланіну, пангамової кислоти

Е. Нікотинової кислоти, триптофану

36. Після курсу терапії хворому з виразкою дванадцятипалої кишки лікар пропонує вживати соки з капусти та картоплі. Вміст яких речовин у цих овочах сприяє профілактиці та загоєнню виразок?

А. Вітаміну С        В. Пантотенової кислоти       С. Вітаміну U 

D. Вітаміну В1      Е. Вітаміну К

37. Дитина 9-ти місяців харчується виключно сумішами, що не збалансовані за вмістом вітаміну В6. У дитини спостерігається пелагроподібний дерматит, судоми, анемія. Розвиток судом може бути пов'язаний з порушенням утворення:

    А. Серотоніну    В. ДОФА     С. Дофаміну     D. ГАМК      Е. Гістаміну

38. Після тривалого використання ізоніазиду лікар зазначив у пацієнта явища поліневриту, парестезії, розлади пам'яті, судоми. З яким механізмом можуть бути пов'язані побічні ефекти препарату?

А. Антагонізм з ПАБК

В. Пригнічення синтезу РНК

С. Пригнічення утворення піридоксальфосфату

D. Порушення синтезу клітинної стінки

Е. Пригнічення синтезу білка

39. Після лікування хворого антибіотиками внаслідок пригнічення мікрофлори кишечника можливий гіповітаміноз:

А. B12       В. С       С. А         D. Р       Е. D

40. При дефіциті вітаміну В1 порушується окисне декарбоксилування пірувату. Синтез якого з наведених коферментів порушується при цьому?

А. Нікотинамідаденіндинуклеотиду     В. Тіамінпірофосфату

С. Коензиму А    D. Флавінаденіндинуклеотиду    Е. Ліпоєвої кислоти

41. Після видалення 2/3 шлунка в крові зменшилася кількість еритроцитів, збільшився їх об’єм, знизився рівень гемоглобіну. Дефіцит якого вітаміну призводить до таких змін картини крові?

А. В6      В. С     С. Р      D. В12      Е. РР 

42. Симптоми пелагри особливо різко виражені у хворих з недостатнім білковим харчуванням, так як попередником нікотинаміду в організмі людини є одна з незамінних амінокислот, а саме:

А. Треонін     В. Аргінін     С. Гістидин    D. Триптофан    Е. Лізин 

43. Який з вітамінів у поєднанні з вітаміном С підсилює терапевтичний ефект лікування цинги?     А. К       В. Д      С. Е       D. А          Е. Р

44. При лікуванні багатьох захворювань використовується фармацевтичний препарат кокарбоксилаза для забезпечення клітин енергією. Який метаболічний процес при цьому активується?

А. Дезамінування глутамату

В. Декарбоксилування амінокислот

С. Декарбоксилування біогенних амінів

D. Окисне декарбоксилування пірувату

Е. Детоксикація шкідливих речовин в печінці

45. Юнак звернувся до лікаря зі скаргами на загальну слабкість, швидку стомлюваність, дратівливість, зниження працездатності, кровоточивість ясен, петехії на шкірі. Недостатність якого вітаміну може мати місце у даному випадку?

А. Аскорбінової кислоти         В. Рибофлавіну                С. Тіаміну

D. Ретинолу                             Е. Фолієвої кислоти

46. Лікар-дієтолог рекомендує хворому під час лікування перніціозної анемії вживати в раціоні харчування напівсиру печінку. Наявність якого вітаміну в цьому продукті стимулює процес кровотворення?
 А. Вітаміну В1                      В. Вітаміну Н      С. Вітаміну В12 

D. Вітаміну В2                      Е. Вітаміну С

47. Хворі на алкоголізм отримують основну масу калорій зі спиртними напоями. У них може виникнути характерна недостатність тіаміну (синдром Верніке-Корсакова), при якій спостерігаються порушення функцій нервової системи, психози, втрата пам'яті. Зі зниженням активності якого ферменту це пов'язано?

А. Алкогольдегідрогенази      В. Піруватдегідрогенази    С. Трансамінази

   D. Альдолази                           Е. Гексокінази

48. При обстеженні хворого виявлено збільшення кількості пірувату в крові та зниження транскетолазної активності еритроцитів. Про недостатність якого вітаміну свідчать дані біохімічні показники?

A. Тіаміну    B. Біотину  C. Токоферолу   D. Ретинолу    E. Піридоксину
49. Вплив гіповітамінозу С на структуру колагенових волокон зумовлений зниженням активності ферменту:

А. Проколагенпептидази    В. Колагенази      С. Глікозилтрансферази

D. Лізингідроксилази          Е. Лізиноксидази

 50. Як переконатися у забезпеченні організму вітаміном В1?

А. Визначити вміст пірувату в сечі              В. Провести пробу Ратнера

С. Зробити пробу Роберта-Стольнікова

D. Визначити вміст кетонових тіл у сечі    Е. Визначити рН крові

51. Через рік після субтотальної резекції шлунка з приводу виразки малої кривизни виявлено зміни в аналізі крові: анемія, лейко- і тромбоцитопенія, кольоровий показник –1,3; наявність мегалобластів і мегалоцитів. Дефіцит якого фактора обумовив розвиток цієї анемії?

А. Гастрину         В. Фактора Касла                          С. Муцину

D. Пепсину          Е. Хлористоводневої кислоти

52. У пацієнта, що звернувся до стоматолога, був виявлений малиновий «лакований» язик. У крові: знижена кількість еритроцитів і концентрація гемоглобіну, кольоровий показник крові 1,3, присутні ознаки мегалоблас-тичного типу кровотворення, дегенеративні зміни у білій крові. Яке захворювання крові у хворого?

А. Гемолітична анемія    В. Мієлоїдний лейкоз   С. Залізодефіцитна анемія

D. Апластична анемія     Е. В12-фолієводефіцитна анемія

53. Пацієнту призначено високобілкове харчування. Потреба в якому вітаміні збільшиться?      А. В1           В. В12        С. В6           D. В2          Е. В9
54. Хворий скаржиться на пінисті проноси. В анамнезі хвороби макроци-тарна анемія. Недостатність якого вітаміну спостерігається у хворого?

А. Пантотенової кислоти   В. Нікотинової кислоти   

С. Фолієвої кислоти   D. Пангамової кислоти    Е. Аскорбінової кислоти

55. Тріщини в куточках рота, що довго не заживають, дерматит носогубної складки - клінічні прояви недостатності вітаміну:

    А. В6            В. В1            С. В2            D. В5          Е. С

56. Дитина з симптомами стоматиту, гінгівіту, дерматиту відкритих ділянок шкіри була госпіталізована. При обстеженні встановлено спадкове порушення транспорту нейтральних амінокислот у кишечнику. Недостатність  якого вітаміну зумовила дані симптоми?

А. Кобаламіну         В. Вітаміну А                       С. Біотину

   D. Ніацину               Е. Пантотенової кислоти

57. Препарати групи вітаміну В2 призначають при захворюваннях шкіри. Завдяки наявності якої структури в його складі визначається здатність до окислення-відновлення?
А. Залишок фосфатної кислоти      В. Рибозофосфат           С. Аденін
   D. Ізоалоксазин                                  Е. Ретинол
ПРАКТИЧНА  РОБОТА

Якісні реакції на водорозчинні вітаміни. Кількісне визначення вмісту вітаміну С  у сечі та екстракті шипшини.
Завдання 1. Провести якісні реакції на водорозчинні вітаміни.

А) Діазореакція на  тіамін.
 Принцип. У лужному середовищі тіамін з діазореактивом утворює складний комплекс оранжевого кольору.
Хід роботи. До діазореактиву, що складається з 5 крапель 1% розчину сульфанілової кислоти і 5 крапель 5% розчину натрію нітрату, додають 1-2 краплі 5% розчину тіаміну і потім по стінці, нахиливши пробірку, обережно додають 5-7 крапель 10% розчину натрію карбонату. На межі двох рідин утворюється кільце оранжевого кольору.
Б) Реакція окиснення тіаміну в тіохром.

Принцип. У лужному середовищі тіамін окиснюється в тіохром калію гексаціанофератом (III). Тіохром дає синю флуоресценцію при ультрафіолетовому опроміненні розчину на флуороскопі. 

Хід роботи. До  1 краплі 5% розчину тіаміну додають 5-10 крапель 10% розчину натрію гідроксиду, 1-2 краплі 5% розчину калію гексаціаноферату (III) і збовтують. Попередньо прогрівають флуороскоп протягом 10 хвилин та спостерігають синю флуоресценцію при опроміненні розчину ультрафіолетовими променями. 

В) Ферріхлоридна проба на  піридоксин.

Принцип. При додаванні до розчину піридоксину феруму (III) хлориду рідина забарвлюється у червоний колір (утворення комплексної сполуки феруму  феноляту). 

Хід роботи. До 5 крапель 1% розчину піридоксину додають рівну кількість 1% розчину феруму (III) хлориду і перемішують. Розвивається червоне забарвлення.

       Г) Відновлення  аскорбіновою кислотою калію гексаціаноферату (III).

Принцип. Аскорбінова кислота відновлює K3[Fe(CN)6] у K4Fe(CN)6], який з феруму (III) хлоридом утворює синє забарвлення або осад - берлинську лазурь.

Хід роботи. У пробірку наливають 1 краплю 5% розчину калію гексаціаноферату (III), 1 краплю 1% розчину  феруму (III) хлориду і  додають 5 крапель 1% розчину аскорбінової кислоти. Рідина у пробирці набуває зеленувато-синього кольору, на дні  пробірки – синій осад берлинської лазурі.   

Оформлення роботи: заповнити таблицю.
	Вітамін
	Хімічна будова
	Якісна реакція
	Механізм реакції
	Спостереження

	Тіамін
	
	
	
	

	Піридоксин
	
	
	
	

	Вітамін С
	
	
	
	


           Завдання 2. Визначити вміст аскорбінової кислоти у сечі.

Принцип. Аскорбінова кислота в кислому середовищі відновлює молекулярний йод, при цьому вона з  відновленої форми переходить в окиснену. Поява синього кольору свідчить про те, що  вся аскорбінова кислота з  відновленої форми перейшла в окиснену і перша надлишкова крапля розчину йоду в присутності крохмалю дає синє забарвлення.

Хід роботи. У колбу відмірюють 5 мл сечі та 5 мл 1 н НСl, додають 5 крапель розчину крохмалю. Титрують 0,001 н розчином йоду до появи синього забарвлення, що не зникає протягом 30 секунд.

Розрахунок. За результатом титрування розраховують добове виді-лення аскорбінової кислоти, враховуючи, що 1 мл 0,001 н розчину  йоду відповідає 0,5 мкмолям аскорбінової кислоти. Розрахунок проводять за  формулою:                                      

                                                         а ( 0,5 ( 1500

Кількість  аскорбінової    =      -----------------------  = а (150,  де

кислоти в мкмоль/добу                              5

а – кількість мілілітрів 0,001 н розчину йоду;  0,5 мкмоль аскорбінової кислоти, що відповідає 1 мл 0,001н J2; 1500 – добовий діурез, мл;  5 –   об’єм  сечі в пробі, мл. У нормі за добу із сечею виділяється 284-568 мкмоль аскорбінової кислоти.

Завдання 3. Визначити   вміст аскорбінової кислоти в екстракті шипшини.

Принцип. Визначення засновано на окисно-відновлювальній реакції між аскорбіновою кислотою та 2,6-дихлорфеноліндофенолом, який при відновленні переходить в лейкоформу. Для визначення аскорбінової кислоти з досліджуваного продукту готують підкислений водний екстракт, яким титрують 2,6-дихлорфеноліндофенол. Підкислення  вітамінного  водного екстракту підвищує специфічність методу.

Хід роботи. 150 г шипшини  заливають  5000 мл води та залишають на кілька годин. Потім фільтрують  через  марлю і одержаним екстрактом заповнюють мікробюретку. У центрифужну пробірку відмірюють мікропипеткою 0,05 мл 2,6-дихлорфеноліндофенолу і титрують  з  бюретки по краплям екстрактом  шипшини, весь час струшують пробірки. Від першої краплі вміст пробірки  червоніє (це пов’язано з індикаторними властивостями 2,6-дихлорфеноліндофенолу), титрування продовжують до повного  знебарвлення розчину.

Розрахунок. Вміст вітаміну С розраховують за  формулою:
                                                                        0,88 ( 0,05 ( Б ( 100

              Вміст  аскорбінової кислоти  =   ----------------------------  =  мг%,  де

                                                                        А · В

0,88 – титр 2,6-дихлорфеноліндофенолу за аскорбіновою кислотою, мг; 0,05 – об’єм  2,6-дихлорфеноліндофенолу, мл (в досліді);   А  –  об’єм   екстракту, який пішов на титрування;  Б – загальний об’єм  екстракту (5000 мл);   В –  наважка шипшини (150 г).
Практичне значення роботи. Якісні реакції на вітаміни базують-ся на кольорових реакціях, характерних для тієї чи іншої хімічної групи, що входить до їх структури. Проведення таких реакцій дозволяє виявити вітаміни в лікарських препаратах, харчових продуктах, лікарських рослинах. Принципи, які покладено в основу якісних реакцій на вітаміни, використовуються і при розробці методів їх кількісного визначення. 
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи:

 1. Підготувати презентацію на тему «Вітамін В12 – історія відкриття, участь в обміні речовин, порушення всмоктування та утворення коферментних форм».

2. Провести огляд наукової літератури за темою «Роль аскорбінової кислоти в метаболізмі речовин сполучної тканини».

3. Підготувати реферативне повідомлення на тему «Біофлавоноїди (вітамін Р) – рослинні антиоксиданти».

ЗАНЯТТЯ 5 (4 години)
ТЕМА 7 (4 години): Біоенергетичні процеси: біологічне окиснення, окисне фосфорилування, синтез АТФ. Хеміосмотична теорія окисного фосфорилування. Інгібітори і роз’єднувачі окисного фосфорилування. Визначення активності каталази крові.
АКТУАЛЬНІСТЬ. Біологічне окиснення є основним молекуляр-ним механізмом, який забезпечує енергетичні потреби організму. Воно реалізується складними мультиферментними комплексами внутрішньої мембрани мітохондрій. Результатом цих реакцій є генерація макроергіч-них зв’язків в молекулі АТФ. Біологічне окиснення та спряжене з ним окисне фосфорилування складають основу біоенергетичних процесів в організмі. Вивчення властивостей, особливостей дії та регуляції ферментів дихального ланцюга сприятиме правильному розумінню патологій, зумовлених порушенням біоенергетичних процесів при гіпоенергетичних станах (гіпоксія тканин в результаті зниження концентрації кисню у повітрі, порушення роботи серцево-судинної та дихальної систем, анемії різного ґенезу, гіповітамінози, голодування, дія різних отрут та ін.).

МЕТА. Вивчити біохімічні основи процесів біологічного окиснен-ня та окисного фосфорилування; вміти трактувати роль біологічного окиснення, тканинного дихання та окисного фосфорилування в генерації АТФ за аеробних умов; вміти аналізувати порушення синтезу АТФ за умов дії на організм людини патогенних факторів хімічного, фізичного, біологічного походження; вміти пояснювати біохімічні основи процесів знешкодження ендогенних токсинів за участю ферментів мікросомаль-ного окиснення (цитохрому Р-450); ознайомитися з хеміосмотичною теорією; з інгібіторами і роз’єднувачами окисного фосфорилування.  
ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Взаємозв’язок процесів утворення та споживання енергії в живих системах. Енергія хімічних зв’язків як основний вид енергії, що використовується клітинами для забезпечення їх життєдіяльності. 

	2.
	Реакції біологічного окиснення: типи реакцій, ферменти (дегідроге​​​нази,  оксидази,  оксигенази) та їх біологічне значення. Сучасні уявлення про тканинне дихання. Стадії тканинного дихання.

	3.
	Сучасні уявлення про структуру і функції мітохондрій.

	4.
	Ферменти біологічного окиснення в мітохондріях: піридин- та  флавінзалежні дегідрогенази,  цитохроми.

	5.
	Послідовність передавання електронів в дихальному ланцюгу. Компоненти ди​​​хального ланцюга як окисно-відновні пари кофакторів: НАД, флавопротеїни, коензим Q, цитохроми. Їх редокс-потенціали.

	6.
	Молекулярні  комплекси  внутрішніх мембран мітохондрій: НАДН-коензим Q-редуктаза; сукцинат-коензим Q-редуктаза; коензим Q-цитохром с-редуктаза; цитохром с-оксидаза. Шляхи включення відновлювальних еквівалентів у дихальний ланцюг мітохондрій.

	7.
	Окисне фосфорилування. Пункти сполучення транспорту електронів і фосфорилування. Коефіцієнт окисного фосфорилування.

	*8.
	АТФ-синтетаза мітохондрій, будова та принципи функціонування. Fо та F1 субодиниці АТФ-синтетази, їх функціональне значення.

	*9.
	Хеміосмотична теорія окисного фосфорилування.

	10.
	Інгібітори транспорту електронів (ротенон, амітал, барбітурати, антиміцин А, ціаніди) та роз’єднувачі окисного фосфорилування (2,4-динітрофенол, гормони щитовидної залози, вільні жирні кислоти), їх біомедичне значення.

	*11. 
	Шляхи синтезу АТФ в клітинах: субстратне та окисне фосфорилу-вання. 

	*12.
	Регулювання тканинного дихання. Дихальний контроль.


Порушення син​​​тезу АТФ за умов дії на організм людини патогенних факторів хі​​​мічного, біологічного та фізичного походження.

	
	

	14.
	Мікросомальне окиснення, його роль в організмі.

	15.
	Перекисне окиснення ліпідів: біологічне значення та роль у виникненні патологічних станів.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. АТФ-синтетаза мітохондрій (комплекс V).
	 1.1. Будова: білок з четвертинною структурою, складється з декількох субодиниць, що утворюють компоненти Fo та F1.
1.2. Локалізація – інтегральний білок внутрішньої мембрани мітохондрій, близько до дихального ланцюга.

1.3. Структура Fo та F1:

- Fo (отримала таку назву завдяки інгібуванню олігоміцином) – гідрофобний комплекс в мембрані; основа, на якій фіксується АТФ-синтетаза в мембрані; складається з декількох субодиниць, які утворюють канал для перенесення протонів в матрикс;
- F1 (перша відкрита і виділена «фракція» серед всіх елементів дихального ланцюга) – виступає у мітохондріальний матрикс; складається з 9 субодиниць (3α, 3β, γ, ε, δ); субодиниці α, β утворюють «голівку», між α- та β-субодиницями – три активні центри →синтез АТФ; γ-, ε-, δ-субодиниці зв’язують комплекси Fo та F1. 

	2. Хеміосмотична

теорія окисного

фосфорилування (за П. Мітчеллом).  
	2.1. Головний постулат – спряження транспорту електронів в мітохондріях з біохімічною системою синтезу АТФ здійснюється за рахунок електрохімічного потенціалу протонів, що утворюється під час роботи електронотранспортного ланцюга.
2.2. Основні положення:

- функціонування дихального ланцюга на внутрішній мембрані мітохондрій супроводжується генерацією електрохімічного градієнта протонів;
- компоненти ланцюга → протонні помпи → транспорт протонів у напрямку «матрикс мітохондрій» →  зовнішня поверхня мембрани;

- вигляд дихального ланцюга – три окислювально-відновлювальні «петлі» (I, III, IV ферментні комплекси);
- електрохімічний потенціал протонів → рушійна сила синтезу АТФ з АДФ та Фн;

- існування ферментної системи → використання енергії електрохімічного протонного потенціалу (зворотна транслокація) → синтез АТФ; 
- дія різних факторів (фізичних, хімічних, біологічних) - роз’єднувачів → пошкодження цілісності мембран мітохондрій та розсіяння енергії електрохімічного градієнта, порушення синтезу АТФ.

	3. Шляхи синтезу АТФ в клітинах.
	3.1. Окисне фосфорилування – процес, в якому хімічна енергія, що вивільнюється під час транспортування електронів упродовж дихального ланцюга, використовується для синтезу АТФ з АДФ та Фн:
- синтез АТФ спряжений з окислювально-відновлювальними реакціями;

- вивільнення хімічної енергії в дихальному ланцюгу;

- ділянки утворення АТФ;

- коефіцієнт окисного фосфорилування - відношення кількості зв’язаного Рі (моль) до кількості поглинутого мітохондріями кисню (моль) – Рі/О; число молекул АТФ, що утворюються при перенесенні відновлювальних еквівалентів на атом кисню.
 3.2. Субстратне фосфорилування - утворення АТФ за рахунок енергії, яка вивільнюється у результаті розщеплення макроергічного зв’язку; наприклад, у ЦТК в реакції перетворення сукциніл-КоА на сукцинат за умов дії сукцинілтіокінази.

	4. Регулювання

 тканинного ди-

хання.
	- інгібітори електронного транспорту – сполуки, що порушують функціонування дихального ланцюга мітохондрій за рахунок зв’язування з окремими фер-ментними білками або коферментами (наприклад, ротенон, амобарбітал, ціаніди);
- наявність дихального контролю.

	5. Дихальний контроль – залежність інтенсивності дихання мітохондрій від концентрації АДФ.
	- окиснення субстратів та фосфорилування АДФ у мітохондріях спряжено;

- швидкість використання АТФ регулює швидкість потоку електронів у дихальному ланцюгу;

- висока точність механізму дихального контролю;

- значення: швидкість синтезу АТФ відповідає потребам клітини в енергії.  

	6. Порушення синтезу АТФ за умов дії патогенних факторів.
	- хімічні фактори (природні та синтетичні токсини);
- біологічні фактори (токсини мікроорганізмів);

- фізичні фактори (іонізуюча радіація, температура та ін.). 
Механізм порушення – роз’єднання дихання та окисного фосфорилування за рахунок порушення спро-можності створювати та підтримувати протонний потенціал на мембранах мітохондрій.


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Клітину обробили речовиною, яка блокує фосфорилування нуклеотидів в мітохондріях. Який процес життєдіяльності клітини буде порушений в першу чергу?

А. Фрагментація великих мітохондрій на менші

В. Синтез мітохондріальних білків

С. Інтеграція функціональних білкових молекул

D. Окисне фосфорилування

Е. Всі перераховані
2. Різке підвищення утворення активних форм кисню (супероксид аніон-радікала, пероксиду водню, гідроксильного радикала) спостерігається в нейтрофілах під час фагоцитозу. Крім цього, у них за участю ферменту мієлопероксидази утворюється ще одна речовина з високою бактерицидною дією. Таким речовиною є:

А. Гіпохлорит аніон                В. Гідропероксидний радикал

С. Пероксинітрит                  D. Радикали насичених жирних кислот

Е. Радикали ненасичених жирних кислот

3. Роз’єднувачем дихання та фосфорилування є антикоагулянт:

А. Менахінон           В.  Ротенон            С. Барбітурати   

D. Дикумарол          Е. Нафтохінон
4. У хворого на цингу виявлено порушення гідроксилування проліну та лізину у складі колагену. Гальмування якого біохімічного процесу призводить до цього порушення?

А. Тканинного дихання                      В. Пероксидазного окиснення
   С. Окисного фосфорилування          D. Перекисного окиснення ліпідів
   Е. Мікросомального окиснення
5. Пацієнт звернувся зі скаргами на напади утрудненого дихання, запаморочення. З'ясувалося, що він працює на хімічному підприємстві з виробництва синильної кислоти. З порушенням активності якого ферменту можуть бути пов'язані дані симптоми?

    А. Каталази             В. Цитохромоксидази     С. Лактатдегідрогенази

D. Піруватдегідрогенази    Е. Сукцинатдегідрогенази

6. При тиреотоксикозі підвищується продукція тиреоїдних гормонів Т3 і Т4, спостерігається схуднення, тахікардія, психічна збудливість та ін. Як тиреоїдні гормони впливають на енергетичний обмін у мітохондріях клітин?

А. Активують субстратне фосфорилування

В. Блокують субстратне фосфорилування

С. Блокують дихальний ланцюг

D. Роз'єднують окиснення та фосфорилування

Е. Активують окисне фосфорилування
7. Організми, які у процесі еволюції не створили систему захисту від Н2О2, можуть існувати лише в анаеробних умовах. Які з перерахованих ферментів можуть руйнувати гідрогену пероксид?

А. Оксигенази і гідроксилази

В. Пероксидаза і каталаза

С. Цитохромоксидаза і цитохром b5

D. Оксигенази і каталаза

Е. Флавінзалежні оксидази
8. При отруєнні ціанідами настає миттєва смерть. У чому полягає механізм дії ціанідів на молекулярному рівні?

А. Інгібують цитохромоксидазу

В. Зв'язують субстрати ЦТК

С. Блокують сукцинатдегідрогеназу

D. Інактивують кисень

Е. Інгібують цитохром b5
9. Біологічне окиснення та знешкодження ксенобіотиків відбувається за рахунок гем-залежних ферментів. Іони якого металу є обов'язковою складовою цих ферментів?

А. Цинку      В.  Кобальту    С. Заліза     D. Магнію    Е. Марганцю
10. Процес синтезу АТФ, що йде спряжено з реакціями окиснення за участі системи дихальних ферментів мітохондрій, називається:

А. Вільним окисненням             В. Субстратним фосфорилуванням

С. Фотосинтетичним фосфорилуванням   D. Перекисним окисненням
Е. Окисним фосфорилуванням

11. Відомо, що монооксигенази ендоплазматичного ретикулума гепатоцитів окислюють чужорідні речовини. Назвіть цей процес.

А. Мітохондріальне окиснення   В. Індукований синтез    С. Репресія

D. Мікросомальне окиснення      Е. Дегідрування
12. При роз'єднанні дихання та фосфорилування енергія окиснення розсіюється у формі тепла, тобто роз’єднувачі підвищують температуру тіла (пірогенна дія). Які з перерахованих речовин мають цю дію?

А. Всі зазначені речовини          В. Дикумарол                     С. Тироксин

D. 2,4-Динітрофенол                 Е. Жодна з вказаних речовин
13. Кофактором мітохондріального окиснення не є:

А. ФМН     В. ФАД       С. НАДФ     D. НАД        Е. КоQ
14. По приїзду групи експертів на місце злочину виявлено тіло без ознак життя. У ході дослідження крові загиблого виявлена велика концентрація іонів ціаністової кислоти. Інгібування якого комплексу дихального ланцюга мітохондрій стало причиною смерті? А. III    В. II   C. IV   D. V   Е. I
15. У присутності 2,4-динітрофенолу окиснення субстратів може продовжуватися, але синтез молекул АТФ неможливий. У чому полягає механізм його дії?

А. Активація ферменту АТФ-ази

В. Роз'єднання окиснення і фосфорилування в мітохондріях

С. Перенесення субстратів за межі мітохондрії

D. Стимуляція гідролізу АТФ, що утворився

Е. Інгібування ферменту цитохромоксидази
16. При дослідженні перетворення харчового барвника було встановлено, що знешкодження цього ксенобіотика відбувається тільки в одну фазу - мікросомального окиснення. Назвіть компонент цієї фази.
А. Цитохром а                  В. Цитохром b                    С. Цитохром с
D. Цитохром Р-450         Е. Цитохромоксидаза
17. При патологічних процесах, які супроводжуються гіпоксією, відбувається неповне відновлення молекули кисню в дихальному ланцюзі і накопичення перекису водню. Назвіть фермент, який забезпечує його руйнування.

А. Каталаза           В. Цитохромоксидаза       С. Сукцинатдегідрогеназа

D. α-Кетоглутаратдегідрогеназа    Е. Аконітаза
18. Судово-медичний експерт під час розтину тіла 20-річної дівчини встановив, що смерть настала внаслідок отруєння ціанідами. Порушення якого процесу стало причиною смерті дівчини?

А. Синтезу гемоглобіну   В. Синтезу сечовини   С. Тканинного дихання

D. Транспорту кисню гемоглобіном

Е. Транспорту водню за допомогою малат-аспартатного механізму
19. У процесі метаболізму в організмі людини виникають активні форми кисню, у тому числі супероксидний аніон-радикал. Цей аніон інактивується за допомогою ферменту:

А. Пероксидази                      В. Глутатіонпероксидази    С. Каталази

D. Глутатіонредуктази       Е. Спероксиддисмутази

20. У лікарню доставлений хворий з отруєнням інсектицидом - ротеноном. Яка ділянка мітохондріального ланцюга перенесення електронів блокується цією речовиною?

А. Коензим Q-цитохром С-редуктаза      В. НАДН-коензим Q-редуктаза 

С. Сукцинат-коензим Q-редуктаза          D. Цитохром С-оксидаза

Е. АТФ-синтетаза
21. У процесі тканинного дихання субстратами є всі речовини, крім:

А. Сукцинату        В. Ізоцитрату                 С. Холестерину

D. Малату            Е. α-Кетоглутарату
22. Що об'єднує цитохроми, каталазу і гемоглобін?

А. Каталіз окислювально-відновних реакцій      В. Перенесення кисню

С. Наявність негемового заліза                          D. Наявність гему  

Е. Перенесення водню
23. У реанімаційне відділення у важкому стані, без свідомості поступив пацієнт. Діагностовано передозування барбітуратів, які зумовили феномен тканинної гіпоксії. На якому рівні відбулося блокування електронного транспорту?

А. Цитохромоксидази       В. Цитохром b - цитохром с1    С. Убіхінону
D. АТФ сінтетази             Е. НАДН-коензим Q-редуктази

24.  У біологічних системах загальним принципом транспорту енергії від екзергонічних до ендергонічних реакцій є транспорт у формі хімічного зв'язку. Назвіть речовину, яка є універсальним переносником енергії в організмі.

А. АТФ                            В. Фосфоенолпіруват       С. Креатинфосфат

D. Фосфосукцинат       Е. Ацил-КоА
25. Тканинне дихання відрізняється від інших видів біологічного окиснення обов’язковою частиною в якості акцептора водню: 

А. НАД        В. ФАД         С. О2        D. НАДФ        Е. ПВК
26. Встановлено, що цитохроми  розташовані у дихальному ланцюгу між КоQН2 та киснем. Що визначає послідовність їх включення у дихальний ланцюг? 

 А. Окисно-відновний потенціал             В. Молекулярна маса         
 С. Наявність в структурі різних іонів металів        
 D. Кількість пептидних ланцюгів        Е. Відмінності у структурі гему 

27. Укажіть показник, за допомогою якого оцінюють енергоефект реакції, отриманий завдяки окисному фосфорилуванню:

А. Дихальний контроль (АТФ/АДФ)  
В. Коефіцієнт фосфорилування (Р/О)  С. Відношення НАДН/НАД+        
D. Відношення КоQН2/ КоQ                 Е. Відношення HSKoA/ацетил-КоА

28. До тканинного дихання мають відношення всі речовини, крім:

А. Тіаміндифосфату               В. Рібофлавіну                 

С. Пантотенової кислоти    D. Ніацину   Е. Піридоксальфосфату

29. Субстратами мікросомального окиснення є:
А. ПВК і ацетил-КоА                            В. Сукцинат і малат   

С. Стероїдні гормони і холестерин   D. Ізоцитрат і α-кетоглутарат
30. Призначення дихального ланцюга в мітохондріях:

А. Перетворення речовин та енергії
В. Окиснення речовин до СО2 і Н2О

С. Забезпечення клітин НАД+ и ФАД

D. Переніс атомів водню з НАДН2 на кисень з утворенням АТФ і води

Е. Переніс електронів на цитохроми

31. Укажіть пункт спряження окиснення з фосфорилуванням у дихальному ланцюзі, який блокується при накопиченні барбітурату в клітині:

А. ФМНН2ДГ → КоQ       В. КоQН2 → 2b(Fe3+)

С. 2b(Fe2+) → 2c1(Fe3+)   D. Цитохромоксидаза → 1/2O2
Е. НАДН → ФМНДГ

32. Укажіть пункт спряження окиснення з фосфорилуванням у дихальному ланцюзі, який блокується при введенні антибіотика антиміцину А в клітину:
А. ФМНН2ДГ → КоQ     В. КоQН2 → 2b(Fe3+)

С. 2b(Fe2+) → 2c1(Fe3+)   D. Цитохромоксидаза  → 1/2O2
Е. НАДН → ФМНДГ

33. Укажіть пункт спряження окиснення з фосфорилуванням у дихальному ланцюзі, який блокується при накопиченні оксиду вуглецю (II) у клітині:
А. ФМНН2ДГ → КоQ          В. КоQН2 → 2b(Fe3+)

С. 2b(Fe2+) → 2c1(Fe3+)      D. Цитохромоксидаза  → 1/2O2
Е. НАДН → ФМНДГ

34. Експериментальній тварині було введено препарат, який усуває градієнт рН в матриксі та мембранному просторі мітохондрій з метою роз’єднання тканинного дихання та окисного фосфорилування. Яку речовину було введено тварині?  
А. Динітрофенол               В. Холестерин            С. Кетонові тіла

D. Сечовину                       Е. Соматотропін

35. Після лікування фенобарбіталом, який є індуктором синтезу цитохрому Р-450, у пацієнта посилюється: 

А. Мікросомальне окиснення            В. Перекисне окиснення ліпідів    

С. Біологічне окиснення                   D. Окисне фосфорилування      

Е. Субстратне фосфорилування 

36. Макроергічними зв’язками  є:

А. Хімічні зв’язки, на утворення яких необхідно багато енергії
В. Зв’язки, які входять до складу вуглеводів, ліпідів, білків

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

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

Е. Зв’язки, які утворені вугільною кислотою

37. Призначенням бурого жиру у новонароджених є:

А. Бути пластичним матеріалом   
В. Бути теплоізоляційним матеріалом   
С. Бути джерелом тепла за рахунок роз’єднання дихання і фосфорилу-
        вання           

D. Здійснювати механічний захист тканин і органів           
Е. Джерело утворення кетонових тіл

ПРАКТИЧНА  РОБОТА

Розщеплення гідроген пероксиду каталазою крові. 
Визначення каталазного числа крові

           Завдання 1. Виявити дію каталази.

Хід роботи. У пробірку наливають 10-15 крапель 3% розчину Н2О2 і додають 1 краплю крові. Проходить бурхливе виділення кисню: рідина піниться і піна заповнює всю пробірку.

Завдання 2. Визначити каталазне число крові.

Принцип. Метод базується на визначенні кількості гідроген пероксиду, розщепленого ферментом за певний проміжок часу. Про кількість розщепленого гідроген пероксиду судять за різницею кількості КМnО4, витраченої на титрування до і після дії каталази:

 2КМnО4 + 5Н2О2 + 3Н2SO4 → 5О2 + 2МnSО4 + K2SО4 + 8H2O 
Хід роботи. У дві колби для титрування наливають по 1 мл розведеної крові (1:1000) і підливають по 7 мл Н2О (дист.). Потім в досліджувану пробу додають 2 мл 1% Н2О2, а в контрольну – 5 мл 10% розчину Н2SО4. Дія каталази в кислому середовищі (у контрольній пробі) припиняється, оскільки вона діє при рН=7,4. Обидві проби залишають при кімнатній температурі на 30 хвилин. Потім наливають в досліджувану колбу 5 мл 10% Н2SO4 , а в контрольну – 2 мл 1% розчину Н2О2. Вміст кожної колби титрують 0,1н розчином КМnО4 до слабо рожевого забарвлення. Розраховують каталазне число (КЧ) за формулою: 

КЧ (од) = (А-В)∙1,7, де А – кількість 0,1н КМnО4, що пішла на титрування контрольної проби, мл; В – кількість 0,1н КМnО4, що пішла на титрування досліджуваної проби, мл; 1,7 – кількість Н2О2, яка еквівалентна 1 мл 0,1 н КМnО4, мг (1 мл 0,1н КМnО4 еквівалентний до 1 мл 0,1н Н2О2).

Клініко-діагностичне значення роботи. Каталаза (КФ 1.11.1.6) – геміновий фермент, який розкладає гідроген пероксид на молекулярний кисень і воду. Показником активності каталази є каталазне число - кількість міліграмів гідроген пероксиду, що розкладається одним мікролітром (10-6 л) крові за певний проміжок часу. У нормі каталазне число коливається від 10 до 15 одиниць. Воно знижується при ряді захворювань, які супроводжуються кахексією (рак, анемія, туберкульоз).
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи:

 1. Підготувати реферат на тему: «Роз’єднувачі окисного фосфорилування та тканинного дихання, регуляція термогенезу».

2. Підготувати презентацію за темою: «Історія розвитку уявлень про біологічне окиснення».

3. Провести огляд наукової літератури за темою: «Регуляція окисного фосфорилування».

ЗАНЯТТЯ 6 (4 години)
ТЕМА 8 (2 години): Основні закономірності обміну речовин. Загальні шляхи катаболізму: окисне декарбоксилування пірувату, цикл трикарбонових кислот (цикл Г. Кребса). Визначення активності сукцинатдегідрогенази м’язів.
АКТУАЛЬНІСТЬ. Окисне декарбоксилування пірувату, цикл трикарбонових кислот (цикл Г. Кребса) – є загальними метаболічними процесами, що завершують внутрішньоклітинний розпад білків, жирів та вуглеводів; вони локалізовані у мітохондріях, забезпечують безперебійну доставку електронів та протонів у дихальний ланцюг. Цикл Г. Кребса виконує наступні функції: інтегративну, воденьгенеруючу, енергетичну та амфіболічну.  Обмін речовин у живій клітині тісно пов'язаний з обміном енергії. Порушення енергетичного обміну у більшості випадків є важливою ланкою патогенезу різних захворювань, а  його корекція складає основу їх профілактики та лікування.
МЕТА. Вивчити біохімічні закономірності протікання обміну речовин та енергії; окисного декарбоксилування піровиноградної кислоти; функціонування, механізми регуляції та ключову роль циклу трикарбонових кислот в обміні речовин та енергії. Ознайомитися з визначенням активності сукцинатдегідрогенази м’язів та її конкурентного інгібування малоновою кислотою.

ТЕОРЕТИЧНІ ПИТАННЯ 

	1.
	Загальні уявлення про метаболізм та обмін енергії в організмі. Катаболічні, ана​​​болічні та амфіболічні шляхи метаболізму, їх взаємозв’язок.  

	*2.
	Екзергонічні та ендер​​​гонічні біохімічні реакції; роль АТФ та інших макроергічних фос​​​фатів у спряженні  процесів, що протікають з вивільненням та запасанням енергії.

	3.
	Стадії катаболізму для екзогенних та ендогенних біомолекул в організмі. Загальні та специфічні шляхи катаболізму. Кінцеві продукти катаболічних шляхів в організмі людини.

	4.
	Внутрішньоклітинна локалізація ферментів та метаболічних шляхів,  компартменталізація метаболічних процесів в клітині.  

	*5.
	Ме​​​тоди вивчення обміну речовин.

	6.
	Окисне декарбоксилування пірувату: послідовність реакцій, харак-теристика піруватдегідрогеназного мультиферментного комплексу.

	7.
	Цикл трикарбонових кислот (ЦТК, цикл Кребса): внутрішньо-клітинна локалізація і характеристика ферментів, послідовність реакцій, регуляція і біологічна роль. Енергетичний баланс ЦТК.


Орієнтувальна картка для опрацювання теоретичних питань 

для самостійного вивчення

	Зміст
	Вказівки до навчальних дій

	1. Екзергонічні   біохімічні реакції – це реакції, що супроводжуються вивільненням енергії (ΔG негативне).
	1.1. Реакції відбуваються довільно та супроводжуються зменшенням вільної енергії.  

1.2. Якщо абсолютне значення ΔG є значним, то реакції відбуваються практично до кінця (необоротні).

1.3. Це реакції, що  служать джерелом енергії для інших реакцій або процесів.

1.4. Катаболічні реакції.  

	2. Ендер​​​гонічні біохі-мічні реакції – це реакції, що йдуть з поглинанням енергії (ΔG позитивне).
	2.1. Реакції відбуваються тільки за умов надходження вільної енергії.

2.2. Якщо абсолютне значення ΔG є значним, то система стійка і реакції не відбуваються.
2.3.  Це завжди енергетично спряжені реакції, так як їм необхідний приток енергії від екзергонічних реакцій.

2.4. Анаболічні реакції. 

	3.  Роль АТФ та інших макроергічних фосфатів у спряженні процесів, що протікають з вивільненням та запасанням енергії.
	3.1. У біологічних системах ендергонічні реакції можуть відбуватися лише за рахунок енергії екзергонічних реакцій → енергетичне спряження реакцій (роль фактора спряження у більшості випадків виконує АТФ). 
3.2. В організмі  існує ціла група органічних фосфатів, гідроліз яких призводить до вивільнення значної кількості вільної енергії; такі сполуки називають високоенергетичними фосфатами (1,3-дифосфогліцерат, фосфоенолпіруват, креатинфосфат, карбамоїлфосфат, ацетилфосфат, АТФ, АДФ, дифосфат, глюкозо-1-фосфат, глюкозо-6-фосфат, фруктозо-6-фосфат, гліцеролфосфат).

 3.3. АТФ – молекула, багата на енергію, так як містить два фосфоангідридні зв’язки → при гідролізі кінцевого фосфоангідридного зв’язку  АТФ перетворюється на АДФ та ортофосфат, ΔG=-7,3 ккал/моль → АТФ – головний донор вільної енергії, що безпосередньо використовується у біологічних системах для здійснення ендергонічних реакцій, різних видів роботи (м’язового скорочення, активного транспорту та ін.).

	 4. Методи вивчення обміну речовин.
	Для вивчення обмінних процесів в організмі використовуються різні методичні підходи на різних рівнях організації: цілісного організму, ізольованих органів, тканинних зрізів, гомогенатів, екстрактів, субклітинних структур, біологічних рідин та ін.  

Основні методи дослідження:

- діаліз;

- центрифугування;

- оптичні методи:

 1) рефрактометрія;

 2) поляриметрія;

 3) фотометрія:

    а) абсорбційна (спектрофотометрія, нефе- 
        лометрія, атомно-абсорбційна фотомет-
        рія);

    б) емісійна (флюориметрія, пламенева фо-
        тометрія, атомно-емісійний спектраль-
       ний аналіз);

 - хроматографічні (іонообмінна, абсорбційна, 
    газова, розподільна,  афінна та інші  види    
    хроматографії);

- радіоізотопні, радіоімунологічні методи;

- імуноферментний аналіз;

- імунофлюоресцентний аналіз;

- аналіз, що ґрунтується на використанні по-
   лімеразної ланцюгової реакції;

- сатураційний аналіз (радіоімунологічний, іму-
   норадіометричний);

 - електрофорез (фронтальний, зональний, ізо
   електричне фокусування, імуноелектрофорез, 
   електрофорез в агаровому гелі, електрофорез 
   у крохмальному гелі, електрофорез на папері 
   та ін.);

- гель-фільтрація;

- метод седиментаційного аналізу. 


ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЮ

1. Укажіть клітинну локалізацію ферментів циклу Кребса.
 А. Мітохондрії      В. Цитоплазма    С. Ендоплазматичний ретикулум

D. Ядро                  Е. Лізосоми

2. Встановлено, що до складу пестициду входить арсенат натрію, який блокує ліпоєву кислоту. Вкажіть активність яких ферментів порушується?

А. Мікросомального окиснення         В. Метгемоглобінредуктази

С. Глутатіонпероксидази                D. Глутатіонредуктази

Е. Піруватдегідрогеназного комплексу

3. Цикл трикарбонових кислот – друга назва циклу Кребса. Укажіть трикарбонову кислоту з циклу Кребса. 

 А. α-Кетоглутарат                         В. Ізоцитрат    

С. Сукцинат                                     D. Фумарат              Е. Малат 

4. Укажіть продукт першої реакції циклу Кребса.

А. Цис-аконітат                             В. Ізоцитрат            С. Цитрат

D.  α-Кетоглутарат                      Е. Малат

5. Укажіть фермент циклу Кребса, активність якого лімітує швидкість протікання всього процесу в цілому. 

А. Цитратсинтаза                       В. Сукцинатдегідрогеназа    

С. Ізоцитратдегідрогеназа         D.  Сукциніл-КоА-тіокіназа     

Е. Малатдегідрогеназа

6. Укажіть фермент циклу Кребса, необхідний для синтезу ГТФ.
А. Цитратсинтаза                     В. Сукцинатдегідрогеназа    

С. Ізоцитратдегідрогеназа       D.  Сукциніл-КоА-тіокіназа     

Е. Малатдегідрогеназа

7. Укажіть метаболіт циклу Кребса, який є макроергічною речовиною.
А. Цитрат  В. Сукцинат   С. Ізоцитрат  D.  Сукциніл-КоА  Е. Фумарат

8. Укажіть енергоефект циклу Кребса (у молях АТФ), який забезпечується процесом окисного фосфорилування у розрахунку на 1 моль ацетил-КоА.
   А. 8 АТФ     В. 11 АТФ     С. 12 АТФ    D.  9 АТФ     Е. 3 АТФ

9. У реакції окисного декарбоксилування пірувату приймають участь усі вітаміни, крім:

  А. В5                 В. В3                 С. В2                  D. В1                 Е. В7
10. При тканинному диханні відбувається універсалізація енергії шляхом утворення АТФ. Скільки молекул АТФ утворюється при перетворенні α-кетоглутарату на сукциніл-КоА?

  А. 5             В. 6             С. 3              D. 2             Е. 12

11. Загальним проміжним продуктом обміну (білків, ліпідів, вуглеводів) є:
 А. Сукциніл-КоА                      В. Ацетил-КоА         С. Оксалоацетат   

D.  Лактат                              Е. Цитрат

12. Піровиноградна кислота як проміжний метаболіт обміну вуглеводів, ліпідів і амінокислот піддається окислювальному декарбоксилуванню. Відсутність якої речовини в їжі є причиною порушення цього процесу?

А. Тіаміну                               В. Цитрину              С. Пангамової кислоти
D. Аскорбінової кислоти     Е. Піридоксину
13. У ферментативному розщепленні складних біоорганічних сполук в організмі людини виділяють три основні стадії катаболізму. На першій стадії реакції відбуваються за механізмом:

 А. Відновлення                 В.  Окиснення                 С. Гідролізу   

D. Карбоксилування        Е. Фосфорилування

14. У лікарню поступила робітниця хімічного підприємства з ознаками отруєння. У волоссі жінки виявлена підвищена концентрація миш'яку, який блокує ліпоєву кислоту. Порушення якого процесу є ймовірною причиною отруєння?

А. Мікросомального окиснення  В. Відновлення метгемоглобіну

С. Відновлення глутатіону       D. Окисного декарбоксилування пірувату

Е. Знешкодження супероксидних іонів
15. Реакції, метаболіти яких можуть включатися як в катаболічні, так й в анаболічні процеси, відносяться до:

А. Катаболічних             В. Анаболічних          С. Екзергонічних

D. Ендергонічних           Е. Амфіболічних
16. Окиснення ацетил-КоА в циклі Кребса відіграє важливу роль у забезпеченні енергією кожної з перерахованих клітин (тканин, органів), за винятком:

А. М'язів   В. Еритроцитів   С. Головного мозку   D. Печінки   Е. Нирок
17. Скільки молекул АТФ може утворитися в циклі трикарбонових кислот без участі тканинного дихання?    А. 12       В. 11     С. 2       D. 1     Е. 3

18. Окислювальне декарбоксилування піровиноградної кислоти каталізується складним поліферментним комплексом за участю декількох функціонально пов'язаних коферментів. Укажіть цей комплекс.

А. ФАД, ТГФК, ПАЛФ, ТДФ, холін

В. НАД, ПАЛФ, ТДФ, метилкобаламін, біотин

С. ТДФ, ФАД, КоА-SH, НАД, ліпоєва кислота

D. КоА-SH, ФАД, ПАЛФ, ТГФК, карнітин

Е. Ліпоєва кислота, ТГФК, карбоксибіотин, метилкобаламін
19. Яка кислота - проміжний продукт циклу трикарбонових кислот - бере участь у зв'язуванні іонів кальцію?

А. Яблучна            В. Оцтова                              С. Бурштинова    

D. Лимонна         Е. Альфа-кетоглутарова
20. Відомо, що у складі біологічних мембран клітин деякі ферменти здатні утворювати поліферментні комплекси, каталізувати послідовності сполучених біохімічних реакцій. До такого комплексу відноситься:

А. Піруватдегідрогеназа        В. Гексокіназа      С. Лактатдегідрогеназа

D. Фосфорилаза                      Е. Фосфофруктокіназа
21. У експериментальних тварин з раціону харчування виключили ліпоєву кислоту, при цьому у них спостерігалося пригнічення піруватдегідрогеназного комплексу. Чим є ліпоєва кислота для цього комплексу?

 А. Інгібітором      В.  Субстратом     С. Алостеричним регулятором

D. Продуктом       Е. Коферментом
ПРАКТИЧНА РОБОТА

Активність сукцинатдегідрогенази м’язів та її конкурентне
 інгібування  малоновою кислотою
Завдання. Виявити дію сукцинатдегідрогенази м’язів і конкурентне інгібування її активності малоновою кислотою.
Принцип. Про дію сукцинатдегідрогенази (СДГ), яка каталізує окиснення (дегідрування) бурштинової кислоти (НООС-СН2-СН2-СООН) до фумарової (НООС-СН=СН-СООН), судять за знебарвленням  спе-ціально уведеного до реакційної суміші акцептора водню 2,6-дихлор-феноліндофенолу, який, відновлюючись, переходить у  лейкоформу. У присутності малонової кислоти (НООС-СН2-СООН), яка є  конкурентним інгібітором СДГ, знебарвлення реакційної суміші не відбувається.

Хід роботи. 1. Для отримання ферментного препарату 1-2 г свіжих м’язів подрібнюють ножицями і розтирають в ступці з невеликою кількістю води (2-3 мл) протягом 1 хвилини, потім м’язову кашку переносять на подвійний шар марлі у воронці, промивають 25 мл дистильованої води. Промиту кашку віджимають, переносять у пробірку і суспендують скляною паличкою з 4 мл води. Отриману суспензію рівномірно розливають в чотири пробірки.

2. Першу пробірку кип’ятять протягом 1-2 хвилин для інактивації ферменту. Потім в пробірки приливають реактиви за схемою:
	№ пробірки
	Сукцинат, мл
	Вода, мл
	Малонат, мл
	2,6-дихлорфеноліндофенол

	1
	1
	0,5
	-
	2 краплі

	2
	1
	0,5
	-
	2 краплі

	3
	1
	1,5
	-
	2 краплі

	4
	1
	-
	0,5
	2 краплі


Через 15 хвилин спостерігають зникнення синього кольору в другій пробірці.
Практичне значення роботи. У клініко-біохімічних дослідженнях використовуються методи визначення окисно-відновлювальних фермен-тів у біоптатах для оцінки енергетичного обміну при різних патологічних станах, а також при вивченні дії лікарських засобів та отрут, які можуть бути роз’єднувачами тканинного дихання та окисного фосфорилування  або інгібіторами.
**Завдання для індивідуальної самостійної роботи:

 1. Підготувати реферат на тему: «Механізми регуляції загальних шляхів катаболізму».

2. Підготувати презентацію за темою: «Цикл трикарбонових кислот - загальний метаболічний котел клітини».

ПІДСУМКОВА КОНТРОЛЬНА РОБОТА ЗА РОЗДІЛОМ 1 - ЗАГАЛЬНІ ЗАКОНОМІРНОСТІ МЕТАБОЛІЗМУ (2 години)
КОНТРОЛЬНІ ПИТАННЯ
	1.
	Біологічна  хімія  як наука.  Місце біохімії серед інших медико-біологічних дисциплін.

	2.
	Об'єкти вивчення та завдання біохімії.  Провідна роль біохімії   у визначенні  молекулярних механізмів патогенезу захворювань людини.

	3.
	Зв'язок біохімії з іншими біомедичними  науками.  Медична біохімія.   Клінічна біохімія. Біохімічна лабораторна діагностика.

	4.
	Історія біохімії; розвиток біохімічних досліджень в Україні.

	5.
	Біохімічні компоненти клітини, їх функції. Класи біомолекул.               Ієрархія біомолекул, їх походження.

	6.
	Ферменти:  визначення; властивості ферментів як біо​​​логічних  каталізаторів.

	7.
	Класифікація та номенклатура ферментів, характеристика окремих класів ферментів.

	8.
	Будова та механізми дії ферментів. Активний та алостеричні (регуляторні) центри.

	9.
	Кофактори та коферменти. Будова та властивості коферментів, вітаміни як попередники в біосинтезі коферментів.

	10.
	Коферменти. Типи реакцій, які каталізують окремі класи коферментів.

	11.
	Ізоферменти, особливості будови та функціонування, значення в діагностиці захворювань.

	12.
	Механізм дії та кінетика ферментативних реакцій: залежність швидкості реакції від концентрації субстрату, рН та температури.

	13.
	Механізми регуляції активності ферментів. Алостеричні ферменти; ковалентна модифікація ферментів. Активатори та інгібітори ферментів: приклади та механізми дії.

	14.
	Типи інгібування ферментів. Приклади.

	15.
	Загальне уявлення про ензимопатії та причини їх виникнення.

	16.
	Ензимодіагностика патологічних процесів та захворювань.

	17.
	Ензимотерапія – застосування ферментів, їх активаторів та інгібіторів в медицині.

	18.
	Принципи та методи виявлення ферментів у біооб'єктах. Одиниці виміру  активності ферментів.

	19.
	Історія відкриття вітамінів, роль М.І. Луніна та К. Функа у розвитку вітамінології.

	20.
	Загальна характеристика вітамінів; роль, класифікація за фізико-хімічними властивостями і клініко-фізіологічною дією; провітаміни.

	21.
	Загальна характеристика гіпо- та авітамінозів, їх класифікація, причини виникнення.

	22.
	Вітаміни групи А і β-каротини: структура, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба для ретинолу і β-каротинів; гіпо- та гіпервітамінози.

	23.
	Вітаміни групи Е: структура, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба, симптоми недостатності.

	24.
	Вітаміни групи К: структура, участь в системі згортання крові; джерела, добова потреба. Аналоги та антагоністи вітаміну К як лікарські препарати.

	25.
	Вітаміни групи D: структура, механізм дії в обміні кальцію та фосфатів; джерела, добова потреба. Гіповітаміноз у дітей та дорослих. Симптоми гіпервітамінозу.

	26.
	Вітамін F (комплекс поліненасичених вищих жирних кислот): структура компонентів комплексу, участь в обміні речовин; джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	27.
	Вітамін В1: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	28.
	Вітамін В2: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	29.
	Вітамін В3: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності.

	30.
	Вітамін РР: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	31.
	Вітамін В6: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	32.
	Вітамін Н: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	33.
	Вітамін В9: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	34.
	Вітамін В12: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, добова потреба, симптоми недостатності. 

	35.
	Вітамін С: будова, біологічні властивості, механізм дії  в обміні речовин, джерела, симптоми недостатності. Профілактична, захисна та лікувальна дози.

	36.
	Вітамін Р: будова, біологічні властивості, механізм дії, прояви недостатності, джерела, добова потреба.

	37.
	Загальна характеристика вітаміноподібних речовин, їх роль. 

	38.
	Антивітаміни; особливості структури та дії; використання в медицині.

	39.
	Загальні закономірності протікання катаболічних та анаболічних процесів.

	40.
	Загальні стадії внутрішньоклітинного катаболізму біомолекул: білків, вуглеводів, ліпідів.

	41.
	Цикл трикарбонових кислот. Локалізація, послідовність фермента-тивних реакцій, значення в обміні речовин.

	42.
	Енергетичний баланс циклу трикарбонових кислот. 

	43.
	Амфіболічна функція циклу трикарбонових кислот.

	44.
	Реакції біологічного окиснення;  типи реакцій та їх біологічне значення. 

	45.
	Тка​нинне дихання: стадії, локалізація в клітині.

	46.
	Ферменти біологічного окиснення в мітохондріях. 

	47.
	Послідовність компонентів дихального ланцюга мітохондрій. Молекулярні комплекси внутрішніх мембран мітохондрій.

	48.
	Окисне  фосфорилування; коефіцієнт окисного фосфорилування.

	49.
	Хеміосмотична  теорія  окисного  фосфори​лування, АТФ-синтетаза      мітохондрій.

	50.
	Інгібітори транспорту електронів та роз’єднувачі окисно​​​го фосфорилування.

	51.
	Мікросомальне окиснення: цитохром Р-450; молекулярна органі​​​зація ланцюга переносу електронів.

	52.
	Перекисне окиснення ліпідів: біологічне значення та роль у виникненні патологічних станів.
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