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ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 1

Техника безопасности в биохимической лаборатории
УЭМ 1. СТРОЕНИЕ, СВОЙСТВА И ФУНКЦИИ БЕЛКОВ

ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 1

Общие принципы и методы биохимических исследований в практическом здравоохранении. Аминокислоты, пептиды, белки. Строение, свойства, функции. Методы выделения, очистки, качественного и количественного определения белков и аминокислот

Основная задача биохимии – объяснить, как функционируют живые системы с точки зрения процессов, протекающих в клетках. В биохимии используются практически все современные методы физико-химического анализа. Это и аналитические, и химические, и специальные (спектроскопия, центрифугирование, хроматография, электрофорез и др.) методы.

Задания для внеаудиторной работы
1. Заполните таблицу:

	№ п/п
	Свойства
радикала
	Полное и
сокращенное название
аминокислот
	Строение аминокислот
	Название функциональных групп
радикалов

	1. 
	Гидрофобные
	
	
	

	2. 
	
	
	
	

	3. 
	
	
	
	

	4. 
	
	
	
	

	5. 
	
	
	
	

	6. 
	
	
	
	

	7. 
	
	
	
	

	8. 
	
	
	
	

	9. 
	
	
	
	


	Гидрофильные:

	10. 
	незаряженные
	
	
	

	11. 
	
	
	
	

	12. 
	
	
	
	

	13. 
	
	
	
	

	14. 
	
	
	
	

	15. 
	
	
	
	

	16. 
	Анионные
	
	
	

	17. 
	
	
	
	

	18. 
	Катионные
	
	
	

	19. 
	
	
	
	

	20. 
	
	
	
	


2. Напишите формулу пентапептида:

Асп-Вал-Глу-Фен-Лиз.

3. Выделите в пептиде повторяющиеся группы, образующие пептидный остов, и вариабельные группы, представленные радикалами аминокислот.

4. Обозначьте в пептиде N- и С-концы.

5. Подчеркните пептидные связи.

6. Напишите другой пептид, состоящий из тех же аминокислот.

7. Перечислите связи, формирующие вторичную, третичную и четвертичную структуру белков.

8. Заполните таблицу (укажите аминокислотные остатки, радикалы которых могут участвовать в образовании перечисленных видов связей).

	Гидрофобное взаимодействие
	Водородная связь
	Ионная связь
	Дисульфидная связь

	
	
	
	


Выполните задания:

1. Напишите пептид: Сер – Глу – Про – Лиз – Гис в ионной форме.
а) Подберите свойство радикала для каждой из аминокислот пептида:
1. Гидрофильный с анионной группой.
2. Гидрофильный с катионной группой.
3. Гидрофильный незаряженный.
4. Гидрофобный.
б) Какие аминокислоты пептида соответствуют следующим характеристикам:
1. С концевая аминокислота.
2. N-концевая аминокислота.
3. Диаминомонокарбоновая кислота.
в) Какой суммарный заряд имеет данный пептид. Что такое изоэлектрическая точка белка и в какой среде лежит ИЭТ данного пептида?
2. В полипептидной цепи между радикалами аминокислот могут возникать химические связи. Выберите пары аминокислот, радикалы которых могут образовать связи и укажите тип связи.
1. Сер, Асн
2. Ала, Вал
3. Глу, Асп
4. Гис, Асп
5. Цис, Ала
6. Сер, Глн.
3. Денатурация белка сопровождается:

1. Разрывом ковалентных связей
2. Изменением конформации белка
3. Уменьшением растворимости белка
4. Нарушением связывания белка с лигандом
5. Нарушением первичной структуры
ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 1

Раздел 1 Цветные реакции на белки и некоторые аминокислоты

Цель: Ознакомиться с универсальными цветными реакциями на белки и специфическими реакциями на отдельные аминокислоты, содержащиеся в белковых растворах.

Все многообразие цветных реакций на белки и аминокислоты можно свести к двум основным типам: 

1) цветные реакции, характерные для всех белков, связанные с наличием в белках соответствующих функциональных групп или типов химической связи;

2) реакции, характерные для отдельных аминокислот, содержащих специфические функциональные группы. Сюда относится большое количество индивидуальных реакций, часть из которых будет рассмотрено.
1.1 Универсальные реакции на белки

а)
Обнаружение в белках пептидных связей (биуретовая реакция)

Эта реакция обусловлена наличием в белковой молекуле пептидных связей, возникающих при взаимодействии молекул аминокислот.
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В результате взаимодействия ионов двухвалентной меди с пептидными связями в щелочной среде образуется комплексное соединение, окрашенное в красно-фиолетовый цвет. Название реакции обусловлено тем, что биурет (продукт конденсации двух молекул мочевины [image: image6.emf]H
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в аналогичных условиях дает такой же комплекс. Биуретовую реакцию дают все соединения, содержащие в молекуле две и больше двух близкорасположенных пептидных связей.
Химизм реакции: Диенольные формы пептидных связей образуют комплексное соединение с гидроокисью меди, в котором ковалентные связи образованы за счет водорода [image: image7.emf]N
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енольного гидроксила, а координационная – за счет электронных пар атомов азота иминных групп.

Ход работы: к 5 каплям исследуемого раствора белка и желатина добавляем 3 капли 10% р-ра NaOH и 1 каплю 1 % р-ра CuSO4. При наличии белка в пробирке появляется устойчивое сине-фиолетовое окрашивание.

б)
Нингидриновая реакция на белки и природные ( - аминокислоты

Нингидриновая реакция является универсальной реакцией на все аминокислоты, имеющие амино-группу в (-положении. Растворы белка и пептидов, имеющие свободную (-аминогруппу также как и (-аминокислоты при нагревании с нингидрином дают синее или фиолетовое окрашивание. В этой реакции (-аминокислоты и пептиды окисляются нингидрином и подвергаются окислительному дезаминированию и декарбоксилированию с образованием аммиака, альдегида и СО2. Нингидрин восстанавливается и связывается со второй молекулой нингидрина посредством молекулы аммиака, образуя продукты конденсации, окрашенные в синий, фиолетовый, красный, а в случае пролина – в желтый цвет.
Химизм реакции:
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	продукт конденсации сине-фиолетового цвета


Ход работы: к 5 каплям исследуемого раствора белка и желатина добавляем 5 капель 0,1 % водного раствора нингидрина и кипятим 1-2 мин. Появляется розово-фиолетовое или сине-фиолетовое окрашивание. При стоянии раствор синеет. Окрашивание указывает на наличие (-аминогруппы.

Цветные реакции на отдельные аминокислоты
в) 
Ксантепротеиновая реакция на циклические аминокислоты

Эта реакция основана  на образовании нитропроизводных ароматических аминокислот (фенилаланин, тирозин, триптофан). Нитропроизводные имеют желтую окраску в кислой среде и оранжевую – в нейтральной и щелочных средах (ксантос – по-гречески – желтый).

Химизм реакции:
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	тирозин
	нитропроизводное тирозина желтого цвета рН ( 7,0
	хиноидное производное оранжево-желтого цвета рН > 7,0


Ход работы: берут 2 пробирки и наливают в первую 5 капель раствора яичного белка, а во вторую – 5 капель раствора желатина. Затем в обе пробирки добавляют по 3-5 капель концентрированной азотной кислоты. Выпадает осадок свернувшегося белка (осадочная реакция). Если осадок содержит ароматические аминокислоты, то при нагревании осадок будет желтеть и растворятся. После охлаждения в каждую пробирку добавляют по каплям 10 % р-р NaOH до появления оранжевого окрашивания вследствие образования натриевой соли динитротирозина.

г)
Реакция Фоля на аминокислоты, содержащие серу

Реакция обусловлена наличием в белке серу содержащих аминокислот – цистеина. Она основана на отщеплении сероводорода от аминокислот при щелочном гидролизе белка с образованием сульфида натрия.
Химизм реакции:
[image: image11.emf]CH

2

SH

CH NH

2

COOH

2NaOH

H

2

O

CH

2

OH

CH

COOH

NH

2

Na

2

S H

2

O


	цистеин
	серин


[image: image12.emf](CH

3

COOH)Pb

2 NaOH

Pb(ONa)

2

2 CH

3

COOH


	ацетат свинца
	плюмбит натрия


[image: image13.emf]Na

2

S

Pb(ONa)

2

2 H

2

O

PbS

4 NaOH


	
	черный осадок


Ход работы: берем 2 пробирки и наливаем в первую 5 капель раствора яичного белка, а во вторую 5 капель желатина. Затем в обе пробирки добавляем по 5 капель реактива Фоля. Интенсивно кипятим обе пробирки. Через 1-2 мин после кипячения при наличии серосодержащих кислот появляется осадок черного цвета.

Практическая значимость работы

Практическое применение цветных реакций имеет следующие аспекты:

1. Универсальные реакции на белки (нингидриновая, биуретовая) используются для качественного обнаружения белков.

2. Универсальные реакции на белки используются также для количественного определения содержания белков в растворах, продуктах, биологических жидкостях, животных тканях.

3. Специфические цветные реакции применяются для идентификации аминокислотного состава исследуемого белка, а также для качественного обнаружения белка, если соответствующая группировка входит в его состав.

2.4 Оформление работы


Результаты опытов занести в таблицу:

	Наименование
реакций
	Реагент
	Субстрат
	Наблюдаемое окрашивание
	Чем обусловлена реакция

	Биуретовая
	
	а) яичный белок

б) желатин
	
	

	Нингидриновая
	
	а) яичный белок

б) желатин
	
	

	Ксантопротеиновая
	
	а) яичный белок

б) желатин
	
	

	Реакция Фоля
	
	а) яичный белок

б) желатин
	
	


Раздел 2 Физико-химические свойства белков, реакции осаждения белков

Цель: Изучить характер реакций осаждения белков в растворах. Объяснить механизм действия осаждающих агентов на основании знания физико-химических свойств белка.

Существует различное количество разнообразных реакций осаждения белков. В зависимости от применяемого осадителя они могут быть обратимыми и необратимыми. Реагенты, которые осаждают белки, могут оказывать:

1) дегидратирующее действие (разрушают гидратную оболочку), вследствие чего теряется один из факторов их устойчивости: частица белка легко коагулирует и выпадает в осадок;

2) снятие заряда белковой частицы (второй фактор устойчивости).

Максимальное осаждение белка происходит при уничтожении обоих факторов устойчивости. При этом осадки белков могут быть вновь растворены, т.е. белки сохраняют свои нативные свойства и осаждение будет обратимым.

3) образование нерастворимых комплексов. При необратимом осаждении происходит денатурация белка, сопровождающаяся деградацией пространственной конфигурацией молекулы белка (четвертичной, третичной и частично вторичной структуры) и осадок белка не может быть вновь переведен в раствор. К необратимым реакциям относятся осаждение белка: при кипячении (( 80(С); концентрированными минеральными (HNO3 , H2SO4 , HCI и т.д.) и органическими (сульфосалициловая, пикриновая, трихлоруксусная) кислотами; солями тяжелых металлов (свинца, меди, серебра, ртути и др.).

2.1 Обратимое и необратимое осаждение белков

Ход работы: в 5 пробирок наливают по 5 капель раствора белка.

а) в первой пробирке проводим денатурацию кипячением. При кипячении белок денатурирует и выпадает в осадок в нейтральной или слабокислой среде. К белку прибавляют 1 каплю 1 % раствора уксусной кислоты для слабокислой реакции и нагревают – наблюдаем выпадение осадка;

б) во второй пробирке смотрим действие неорганических кислот (проба Геллера). Реакция основана на деградации и денатурации белка при действии концентрированной азотной кислоты. К белку добавляем по каплям до появления осадка концентрированную азотную кислоту;

в) в третьей пробирке проводим  осаждение белка органической кислотой. К белку добавляем 1 – 2 капли 20 % раствора сульфосалициловой кислоты. Выпадает осадок, при небольшом количестве белка появляется муть или опалесценция;

г) в четвертой пробирке проводим денатурацию солями тяжелых металлов. Белки при взаимодействии с солями тяжелых металлов адсорбируют их, образуя нерастворимые солеобразные и комплексные соединения. Способность некоторых аминокислот и белков прочно связывать ионы тяжелых металлов используется в медицинской практике как противоядие при отравлении солями ртути, меди, свинца и др. К белку добавляем по каплям 2 % раствор сернокислой меди до осаждения белка.

д ) в пятой пробирке проводим обратимое осаждение белка (высаливание). Высаливанием называется осаждение белков с помощью больших концентраций нейтральных солей: NaCl, (NH4)2SO4, KCl и др. (соли щелочных и щелочно-земельных металлов). Реакция обусловлена дегидратацией макромолекул белка с одновременной нейтрализацией электрического заряда. При высаливании белок почти не теряет своих нативных свойств. Этот метод нашел широкое применение для получения белков в кристаллическом состоянии. К белку добавляют равный объем (5 – 6) капель насыщенного раствора сульфата аммония и хорошо перемешивают; появляется осадок (помутнение раствора).

Во все 5 пробирок с осадками добавляем дистиллированную воду в объеме, равном содержимому пробирок, перемешиваем и проверяем, растворились ли осадки. Соли тяжелых металлов, минеральные и сильные органические кислоты необратимо денатурируют белки, поэтому осадки не растворяются в воде. Сульфат аммония, как водоотнимающее средство, высаливает белок обратимо, и осадок растворяется при добавлении воды.
2.2 Практическая значимость работы

1) На явлениях денатурации белков основаны приемы и методы асептики и антисептики, дезинфекции в лечебной и практической медицине; пастеризация и консервирование продуктов в пищевой промышленности;

2) Фракционированное осаждение белков лежит в основе приготовления лечебных сывороток и биологических препаратов в иммунологии и фармации; разделения и очистки белков в препаративной биохимии.

2.3 Оформление работы

Записать осадочные реакции белков. Результаты опытов занести в таблицу.

	№ пробирки
	Субстрат
	Осаждающий реагент
	Характер и цвет осадка
	Обратимое или необратимое осаждение
	Чем обусловлена реакция и ее особенности

	1. 
	
	
	
	
	

	2. 
	
	
	
	
	

	3. 
	
	
	
	
	

	4. 
	
	
	
	
	

	5. 
	
	
	
	
	


Вывод:

Дата: 





Подпись преподавателя:

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 2

Контрольная работа 1 Строение, свойства и функции белков

Вопросы к контрольной работе 1 
1. Определение понятия: белок
2. Аминокислоты – структурные мономеры белков
3. Строение протеиногенных аминокислот
4. Классификация аминокислот
5. Физико-химические свойства аминокислот
6. Стереоизомерия аминокислот: Д- и L- аминокислоты
7. Заряд аминокислот в нейтральной, кислой, щелочной средах
8. Универсальные цветные реакции на белки: биуретовая и нингидриновая. Принцип и химизм реакций
9. Привести принцип и химизм цветных реакций на отдельные аминокислоты
10. Элементарный состав белков
11. Белки как амфотерные макромолекулы. Буферные свойства белков
12. Изоэлектрическая точка белков, принцип ее определения
13. Коллоидно-осмотические свойства белков: эффект Тиндаля, диализ, осмотическое (онкотическое) давление, вязкость белковых растворов
14. Способность белков к осаждению. Обратимое и необратимое осаждение
15. Денатурация и ренатурация белков. Характеристика денатурирующих агентов
16. Высаливание как способ фракционного выделения индивидуальных белков
17. Механизм образования пептидной связи в белках и пептидах. Свойства пептидной связи
18. Структуры белковой молекулы
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 2
Химический состав нуклеопротеидов
Сложные белки – комплексы, состоящие из белка и небелкового компонента, называемого простетической группой. К сложным белкам относятся: нуклеопротеиды, хромопротеиды, фосфопротеиды, гликопротеиды, липопротеиды, металлопротеиды.
Задания для внеаудиторной работы
1. Соедините химическими связями динуклеотид, состоящий из АМФ и ЦМФ.

2. Покажите водородные связи, образующиеся при соединении А и Т и Г и Ц во вторичной структуре ДНК.

3. Перечислите свойства генетического кода.

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 2
Гидролиз нуклеопротеидов дрожжей
Для изучения химического состава нуклеопротеидов проводят кислотный гидролиз дрожжей, поскольку они очень богаты нуклеопротеидами. Специфическими реакциями для каждого вещества открывают продукты гидролиза – полипептиды, пуриновые основания, углевод и фосфорную кислоту. 

Реактивы, оборудование и исследуемый материал: 1. Серная кислота, 10% раствор. 2. Едкий натр, 10% раствор. 3. Сульфат меди, 1% раствор. 4. Аммиак концентрированный. 5. Нитрат серебра, 2% раствор (аммиачный раствор). 6. Молибденовый реактив. 7. Серная кислота концентрированная. 8. Тимол, 1% раствор спиртовой. 9. α–нафтол, 0,2% спиртовой раствор. 10 Лакмус. 11. Дифениламиновый реактив, 1% раствор 12. Круглодонная колба с воздушным холодильником. 13. Воронка с фильтром. 14. Мерный цилиндр вместимостью 50 мл. 15. Дрожжи пекарские.

Порядок выполнения работы: помещают 2,5 г пекарских дрожжей в круглодонную колбу вместимостью 100 мл с воздушным холодильником для гидролиза, добавляют 20 мл 10% раствора серной кислоты и колбу закрывают пробкой с длинной стеклянной трубкой. Гидролиз дрожжей проводят при нагревании в течение часа с момента закипания жидкости. После охлаждения гидролизат фильтруют и с фильтратом проделывают качественные реакции на составные части нуклеопротеидов.
1. Биуретовая реакция на пептиды

К 5 каплям гидролизата приливают 10 капель 10% раствора едкого натра до отчетливо щелочной реакции (по лакмусу, опущенному в пробирку), затем 2 капли 1% раствора сульфата меди; появляется розовая или розово-фиолетовая окраска. 

2. Серебряная проба на пуриновые основания

К 10 каплям гидролизата добавляют по каплям концентрированный раствор аммиака – приблизительно 10 капель до щелочной реакции (по лакмусу, опущенному в пробирку), затем добавляют 10 капель 2% аммиачного раствора нитрата серебра. При стоянии через 3-5 минут образуется светло-коричневый осадок серебряных солей пуриновых оснований (содержимое пробирки перемешивать при стоянии не надо).

Реакция протекает по следующему уравнению:
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3. Качественная реакция на пентозу (Молиша)

К 10 каплям гидролизата дрожжей добавляют 3 капли 1% спиртового раствора тимола, перемешивают и по стенке пробирки осторожно приливают 20-30 капель концентрированной серной кислоты. При встряхивании на дне пробирки образуется продукт конденсации фурфурола с тимолом красного цвета. 

При взаимодействии концентрированной серной кислоты с гексозами или пентозами происходит дегидратация их: из пентоз образуется фурфурол,а из гексоз – оксиметилфурфурол, которые дают с тимолом продукт конденсации красного цвета:
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4. Качественная реакция на углевод

К 5 каплям гидролизата дрожжей приливают 3 капли 0,2%  спиртового раствора α – нафтола и 20 капель концентрированной серной кислоты; появляется розово-фиолетовое окрашивание.

5. Реакция на дезоксирибозу и рибозу

Дифениламин с дезоксирибозой дает синее окрашивание, а с раствором рибозы – зеленое. К 5 каплям гидролизата дрожжей добавляют 20 капель 1% раствора дифениламина и кипятят в водяной бане в течение 15 минут; при этом образуется сине-зеленое окрашивание.

6. Молибденовая проба на фосфорную кислоту

К 10 каплям гидролизата приливают 20 капель молибденового реактива и кипятят. При этом жидкость окрашивается в лимонно-желтый цвет (не осадок). Пробирку сразу охлаждают в струе холодной воды. На дне пробирке появляется кристаллический лимонно-желтый осадок фосфорномолибденовокислого аммония.
Молибденовая проба на фосфорную кислоту:
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	фосфорномолибденокислый аммоний (желтый кристаллический осадок)


Полученные данные необходимо оформить в виде таблицы.
	№ п/п
	Название простетической группы
	Химическая структура простетической группы
	Результат
реакции

	1. 
	
	
	

	2. 
	
	
	

	3. 
	
	
	

	4. 
	
	
	

	5. 
	
	
	

	6. 
	
	
	


Вывод:

Дата:





Подпись преподавателя:
ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 3
Семинар  Генетический код и его свойства. 
Механизмы передачи генетической информации. Матричные синтезы
Вопросы к семинару 
1. Строение и функции нуклеиновых кислот (ДНК, РНК). Отличительные черты ДНК и РНК 

2. Механизм репликации ДНК. Формирование репликативной вилки, роль праймера в репликации. Ферменты и субстраты репликации, источники энергии
3. Репарация цепи ДНК. Ферменты репарации, условия процесса
4. Транспортные РНК, структура и функции тРНК. Матричная РНК, ее строение и функции. Рибосомальная РНК
5. Механизм транскрипции. Условия протекания процесса, ферменты, субстраты, источники энергии 

6. Посттрансляционные модификации различных видов РНК
7. Свойства генетического кода. Понятия «кодон», «антикодон». Строение рибосом. Этапы синтеза белка: инициация
8. Этапы синтеза белка: элонгация, терминация. Доработка белковой молекулы
9. Механизмы регуляции активности генов у прокариотов. Теория оперона, регуляция по механизму индукции и репрессии
10. Механизмы регуляции активности генов у эукариотов
11. Ошибки в передаче генетической информации. Наследственные болезни
12. Ингибиторы матричных биосинтезов: лекарственные препараты, яды и бактериальные токсины
УЭМ 2 ФЕРМЕНТЫ
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 3
Ферменты, свойства, определение активности ферментов, константа Михаэлиса

Задания для внеаудиторной работы
1. Изобразите схематично структуру фермента, укажите активный и аллостерический центр.
2. Заполните таблицу:

	Класс ферментов
	Тип катализируемой реакции
	Пример

	Оксидоредуктазы
	
	

	Трансферазы
	
	

	Гидролазы
	
	

	Лиазы
	
	

	Изомеразы
	
	

	Лигазы (синтазы, синтетазы)
	
	


4. Дайте определение константы Михаэлиса.

5. Сравните каталитическую эффективность действия 3 ферментов, используя данные, представленные ниже.

	Фермент
	Константа скорости реакции

	
	в отсутствие фермента, с-1
	в присутствии фермента, с-1

	Карбангидраза (гидролиз Н2СО3)
	1,3х10-1
	106

	Триозофосфатизомераза (ускоряет превращение триоз в гликолизе)
	4,3х10-6
	4300

	Карбоксипептидаза А (пептидаза)
	3,0х10-9
	578


Ответьте на вопросы:

1). Какая из реакций протекает наиболее медленно?

2). Рассчитайте, во сколько раз увеличивается скорость этих реакций в присутствии ферментов; для этого разделите константу скорости реакции с ферментом на константу скорости в отсутствие этого фермента.

3). Какой фермент обладает наибольшей эффективностью действия?

Выполните задания

1. На схеме изображён активный центр фермента:
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Ответьте на следующие вопросы:

а) Назовите аминокислоты, радикалы которых входят в активный центр этого фермента.

б) Изобразите схематически структуру субстрата, который может быть комплементарен активному центру данного фермента. Укажите его функциональные группы.

в) Какие типы связей могут образовываться между радикалами аминокислот активного центра фермента и функциональными группами субстрата?

г) Какое из приведённых ниже утверждений правильно характеризует относительную субстратную специфичность ферментов? (Выберите один наиболее правильный ответ).

1. Соединение субстрата к активному центру фермента происходит по принципу комплементарности.

2. Катализирует один тип реакции с более чем одним структурно-подобным субстратом.

3. Катализирует только одно превращение субстрата из всех возможных.

4. Способны взаимодействовать только с одним субстратом.

5. В процессах химической реакции происходит изменение конформации фермента.

2. Ферменты увеличивают скорость реакции, так как:

1. Изменяют свободную энергию реакции.

2. Уменьшают скорость обратной реакции.

3. Изменяют состояние равновесия реакции.

4. Уменьшают энергию активация.

5. Избирательно увеличивают скорость прямой реакции, но не увеличивают скорость обратной реакции.
3. Установите соответствие:

	1. Гидратаза.
	1. Относится к классу лиаз.

	2. Декарбоксилаза.
	2. Относится к классу гидролаз.

	3. Оба фермента.
	3. Присоединяет воду по двойной связи.

	4. Ни один.
	4. Расщепляет С-С-связи.


4. Аллостерический фермент:

1. Это олигомерный белок.

2. Имеет каталитические и аллостерические центры, которые всегда локализованы в разных протомерах.

3. Аллостерическим эффектором дл него может быть субстрат.

4. Аллостерическим эффектором может быть конечный продукт метаболического пути.

5. Присоединяет эффектор, и при этом изменяется конформация всех протомеров.

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 3
Природа и свойства ферментов. Активаторы и ингибиторы ферментов
Цель: Уметь применять знания о свойствах ферментов и их структуре, специфичности, влиянии на активность ферментов рН, температуры, концентрации, активаторов и ингибиторов; для последующего изучения основных реакций метаболизма в органах, тканях, клетках организма, а также для решения вопросов профилактики и лечения болезней, связанных с нарушением функционирования ферментов (профиатология, лекарственная терапия, различные типы энзимопатий).

1. Влияние неспецифических факторов на активность ферментов
Действие неспецифических факторов изучается на ферменте сахаразе, которая катализирует гидролитическое расщепление сахарозы с образованием глюкозы и фруктозы.

Принцип метода:
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Активность фермента сахаразы оценивают по наличию в среде продуктов реакции: свободной глюкозы и фруктозы. Свободная глюкоза дает положительную реакцию Троммера вследствие наличия в молекуле глюкозы свободного полуацетального гидроксила. Сахароза этой реакции не дает, т.к. полуацетальный гидроксил в ней отсутствует.

Ход работы: В 4 пробирки наливают по 0,5 мл дрожжевого экстракта, содержащего фермент сахаразу. Одну пробирку нагревают на кипящей водяной бане в течение 5 мин., во вторую добавляют 2 капли 10% р-ра NaOH, в третью - 2 капли 1% СdС12, четвертую используют для определения активности нативного фермента (контроль). Через 5 минут во все пробирки добавляют по 1 мл р-ра сахарозы (субстрат) и выдерживают их в термостате при 38° С 15 минут. После этого присутствие свободной глюкозы выявляется во всех пробирках с помощью реакции Троммера: к пробе добавляют 5 капель 10% NaOH и 1 каплю 1% CuSO4. Пробу нагревают на водяной бане в течение 2-5 мин. Положительную реакцию отмечают по появлению красно-бурого осадка закиси меди (Си2О). В этой окислительно-восстановительной реакции медь восстановилась, а глюкоза окислилась до глюконовой кислоты.

	№ пробы
	Фермент сахараза, 0,5 мл
	Воздействие неспецифических
факторов
	Субстрат сахароза
1 мл
	Результат реакции Троммера (+) или (-)

	
	
	100 (С
	10 % NaOH
	1 % CdCl2
	
	

	1-я
	+
	+
	-
	-
	+
	

	2-я
	+
	-
	+
	-
	+
	

	3-я
	+
	-
	-
	+
	+
	

	4-я (контр.)
	+
	-
	-
	-
	+
	


2. Влияние температуры на активность ферментов
Наиболее доступным для исследования влияния различных факторов на активность ферментов является фермент, содержащийся в слюне человека – амилаза. Он участвует в процессе пищеварения, катализирует реакцию гидролиза крахмала. В зависимости от активности амилазы конечным продуктом гидролиза могут быть различные по длине фрагменты молекулы крахмала, вплоть до глюкозы – мономера крахмала.

В лабораторной практике продукты гидролиза крахмала под действием амилазы определяют по окраске реакционной среды с йодом: глюкоза не образует окрашенных соединений с йодом, поэтому при полном гидролизе окраска раствора при добавлении йода желтая (цвет разбавленного раствора йода). Если крахмал не гидролизовался, то реакционная среда при добавлении йода окрашивается в синий цвет (цвет йодкрахмального комплекса с иодом). Промежуточные продукты гидролиза дают окраску от фиолетовой до розовой в зависимости от длины фрагмента молекулы крахмала.
Ход работы: Расщепление крахмала амилазой можно наблюдать, используя реакцию с йодом.

1). Наливают в 4 пробирки по 0,5 мл раствора крахмала. Еще в 4 пробирки наливают по 0,5 мл слюны (разбавленной в 10 раз).
2). Берут первую пару пробирок (одна с ферментом, другая - с крахмалом) и помещают в баню со льдом. Вторую пару оставляют при комнатной температуре. Третью пару пробирок помещают в термостат (40° С), а четвертую - в кипящую баню.

3). Через 10 минут содержимое каждой пары пробирок сливают вместе, тщательно перемешивают и оставляют стоять еще 10 мин. В тех же условиях.

4). Из третьей пробирки отбирают 3 капли жидкости и проделывают реакцию с каплей йода на стекле. Если появляется синее окрашивание, растворы оставляют стоять еще 10 мин. и после этого повторяют реакцию с йодом на стекле. Затем добавляют 2 капли раствора йода во все пробирки и наблюдают за появлением окрашивания.

Результаты работы:

	№ пробирки
	Температура инкубации, ºС
	Окрашивание с йодом

	1
	0
	

	2
	20
	

	3
	40
	

	4
	100
	


Вывод:

3. Влияние реакции среды на активность ферментов и определение оптимума рН для амилазы слюны
Для разных ферментов существует свой оптимум рН в кислой, щелочной и нейтральной среде, при которой фермент наиболее активен. Например, для ферментов желудочного сока (пепсина) оптимум рН 1,5 - 2,5, для фермента печени (аргиназы) оптимум рН 9,5 и т.д. Для амилазы слюны оптимум рН 6,8; в кислой и щелочной среде активность амилазы снижается. Оптимум рН для амилазы слюны можно определить при взаимодействии ее с крахмалом при различных значениях рН среды.
О степени расщепления крахмала судят по его реакции с раствором йода. При оптимальном значении рН расщепление крахмала произойдет полностью и реакция на крахмал с йодом будет отрицательная, но по мере удаления от этой точки в кислую или щелочную среду расщепление крахмала произойдет только частично, до стадии декстринов, которые дадут с йодом красно-бурую или фиолетовую окраску, или же крахмал совсем не будет расщепляться и реакция с йодом будет положительной.
Ход работы: Берут 6 пробирок и в каждую из них наливают по 2 мл буферного раствора с различным значением рН: 6,0; 6,4; 6,8; 7,2; 7,6; 8,0. Затем приливают по 1мл 0,5% раствора крахмала и по 1 мл разведенной слюны (в зависимости от активности слюны ее можно разводить не в 100, а в 50 раз).
Перемешивают содержимое пробирок и помещают их в термостат при температуре 38°С на 10 минут. Затем во все пробирки приливают по 1 капле раствора йода, перемешивают, наблюдают окраску и отмечают рН (оптимум рН), при котором амилаза действует наиболее активно. Целесообразно в каждую пробирку добавить немного воды, перемешать и окраска будет более наглядной.
Результаты работы:
	№ пробы
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	РН
	
	
	
	
	
	

	Окрашивание с йодом
	
	
	
	
	
	


Вывод:
4. Влияние активаторов и ингибиторов на активность амилазы слюны
Активаторы стимулируют действие ферментов, но в отличие от коферментов не принимают участия в реакции.

Ход работы: В 3 пробирки наливают по 1 мл слюны. В зависимости от активности слюны ее можно разводить в 10, 20, 30, 40, 50 раз. В первую пробирку добавляют 2 капли воды, во вторую - 2 капли 1% раствора NaCl, в третью - 2 капли 1% раствора CuSO4 . После этого в каждую пробирку добавляют по 10 капель крахмала. Пробирки ставят в термостат с температурой 37° С на 5 минут. Затем во все пробирки добавляют по одной капле раствора йода, перемешивают, наблюдают окраску и определяют, в какой пробирке действует активатор или ингибитор. Можно в каждую пробирку добавить воды (примерно 2 мл) и перемешать (окраска будет нагляднее).
Результаты работы:

	№ пробы
	1. H2O
	2. NaCl
	3. CuSO4

	Окрашивание с йодом
	
	
	


Вывод:
Дата:





Подпись преподавателя:

ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 4
Витамины и их коферментная функция. Качественные и количественные методы обнаружения витаминов в пищевых продуктах

Витамины – необходимые для нормальной жизнедеятельности низкомолекулярные органические соединения, синтез которых в организме отсутствует или ограничен.
Задания для внеаудиторной работы
1. Заполните таблицу.

	№ п/п
	Название витамина
	Название кофермента (если есть)
	Биологическая роль в организме

	1
	2
	3
	4

	ЖИРОРАСТВОРИМЫЕ ВИТАМИНЫ

	1. 
	А
	
	

	2. 
	D
	
	

	3. 
	E
	
	

	4. 
	K
	
	

	5. 
	Q
	
	

	6. 
	F
	
	

	ВОДОРАСТВОРИМЫЕ ВИТАМИНЫ

	7. 
	B1
	
	

	8. 
	B2
	
	

	9. 
	B3
	
	

	10. 
	B5 (PP)
	
	

	11. 
	B6
	
	

	12. 
	C
	
	

	13. 
	P
	
	

	14. 
	H
	
	

	15. 
	U
	
	


2. Дайте определение гиповитаминоза, авитаминоза и гипервитаминоза.

Выполните задания:

1. Установите соответствие:

	1. Витамин К.
	1. Защита мембранных липидов.

	2. Аскорбиновая кислота.
	2. Кофактор реакций карбоксилирования.

	3. Витамин Е.
	3. Кофактор реакций гидроксилирования.

	4. Рибофлавин.
	4. Окислительно-восстановительные реакции.


2. Установите соответствие:

	1. Основные формы витамина К
	1. Синтезируют только некоторые виды микроорганизмов.

	2. Витамин В12
	2. В значительных количествах содержится в большинстве высших растений.

	3. Витамин В1
	3. Содержатся в печени морских рыб.

	4. Основные формы витамина А
	4. Недостаток вызывает болезнь бери-бери.


3. У больных с поврежденными почками, несмотря на нормально сбалансированную диету, часто развивается почечная остеодистрофия – рахитоподобное заболевание, сопровождающееся интенсивной деминерализацией костей. Какой витамин участвует в минерализации костей? Почему повреждение почек приводит к деминерализации?
4. Установите соответствие:

	1. НАД.
	1. Производное витамина В6.

	2. Тиаминпирофосфат.
	2. Производное витамина В2.

	3. КоА.
	3. Производное витамина В1.

	4. ФАД.
	4. Производное витамина В3.

	5. Пиридоксальфосфат.
	5. Производное витамина В5 (РР).


ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 4
Качественные реакции на водорастворимые витамины. Количественное определение витамина С в различных овощах и фруктах

Цель:
1). Усвоить, что для проявления активности многих ферментов необходим небелковый компонент – кофактор. Многие коферменты являются  производными витаминов (биотин, ТПФ, НАД, ФАД, КОА и т.д.)

2). Уметь писать формулы витаминов В1, В2, В6, РР, А, Д, Е, фолиевая кислота, знать источники и  суточные дозы водорастворимые и жирорастворимых витаминов, знать в состав каких коферментов и в какой форме входят витамины группы «В»; признаки гипо-, и  авитаминоза водорастворимых и  жирорастворимых витаминов. 

3). Уметь проводить качественные реакции и обнаруживать в пищевых продуктах витамины В1, В2 В6, РР, А, Д, Е.

Раздел 1 Качественные реакции на водорастворимые и жирорастворимые витамины
1.1 Качественная реакция на витамин В1 (тиамин)
Принцип метода: в щелочной среде окисляется тиамин  в тиохром феррицианидом калия. Тиохром обладает синей флюорисценцией при ультрафиолетовом облучении раствора на флюороскопе.

Диазореакция:

Принцип метода: в щелочной среде  тиамин с диазореактивом образует сложное комплексное соединение оранжевого цвета.

Ход работы: к диазореактиву, состоящему из 5 капель 1% раствора сульфаниловой кислоты и 5 капель 5% раствора нитрита натрия, добавляют 5 капель 5% раствора тиамина и затем по стенке, наклонив пробирку, осторожно добавляют 5 – 7 капель 10% раствора бикарбоната натрия. На границе двух жидкостей появляется кольцо оранжевого цвета.

1.2 Качественная реакция на витамин В2 (рибофлавин)
Принцип метода: Окисленная форма витамина В2 представляет собой желтое флюоресцирующее в ультрафиолетовых лучах вещество. Реакция на витамин В2 основана на способности его легко восстанавливаться; при этом раствор витамина В2, обладающий желтой окраской, приобретает сначала розовый цвет промежуточных соединений, а затем обесцвечивается, т.к. восстановленная форма витамина В2 бесцветна.

Ход работы: В пробирку наливают 10 капель раствора витамина В2, добавляют 5 капель концентрированной хлористоводородной кислоты и опускают зернышко металлического цинка. Начинается выделение пузырьков водорода, жидкость постепенно розовеет, затем обесцвечивается.

1.3  Качественная реакция на витамин РР (никотиновая кислота)
Принцип метода: витамин РР при нагревании с раствором ацетата меди  образует синий осадок медной соли никотиновой кислоты, плохо растворимой. 

Ход работы:
В пробирку набирают 5 – 7 капель 3% раствора витамина РР, затем приливают 7 – 10 капель 5% раствора ацетата меди. Выдерживают 2 – 3 мин. (не перемешивая), наблюдают выпадения осадка медной соли никотиновой кислоты.

1.4  Качественная реакция на витамин В6
Принцип метода:
Витамин В6 при взаимодействии с раствором хлорного железа образует комплексную соль типа фенолята железа красного цвета.

Ход работы:
На стекло нанести стеклянной палочкой 1 каплю 1% раствора витамина В6 и 1 каплю 1%  раствора хлорного железа и перемешивают. Развивается красное окрашивание.

1.5  Качественная реакция на витамин А
Принцип метода: Серная кислота, обладающая водоотнимающим свойством, способствует превращению витамина А в окрашенный комплекс фиолетово-красного цвета. Реакция специфичностью не обладает. 

Ход работы: На сухое предметное стекло наносят 2 капли рыбьего жира в хлороформе и 1 каплю концентрированной серной кислоты. Наблюдают за появлением окраски.

1.6  Качественная реакция на витамин Д
Принцип метода: витамин Д при взаимодействии с анилиновым реактивом при нагревании окрашивается в красный цвет.

Ход работы: в сухую пробирку вносят 3 – 5 капель рыбьего жира и 5 капель хлороформа (или раствор витамина в масле), перемешивают и добавляют 1 мл смеси анилина и концентрированной соляной кислоты (15:1). При нагревании желтая эмульсия приобретает красную окраску. Через 1–2 мин эмульсия разделяется на два слоя, нижний из которых окрашен в интенсивный красный цвет.

1.7  Качественная реакция на витамин Е
Принцип метода: спиртовой раствор α–токоферола окисляется хлоридом железа (ІІІ) в токоферилхинон и раствор окрашивается в красный цвет.

Ход работы: в сухую пробирку берут 4 – 5 капель 0,1% спиртового раствора  α–токоферола, прибавляют 0,5 мл 1% раствора хлорида железа, тщательно перемешивают. Содержимое пробирки приобретает красное окрашивание.

Раздел 2  Количественное определение витамина С

Биологическая роль аскорбиновой кислоты в организме многообразна. Она принимает участие в окислительно – восстаноновительных процессах и связана с системой глютатиона. Аскорбиновая кислота участвует в синтезе  стероидных гормонов в коре надпочечников и катехоламинов в мозговом слое надпочечников и необходима для процесса гидроксилирования как кофактор для проявления действия ферментов гидроксилаз, например дофамингидроксилаза и др. Она участвует в образовании тетрагидрофолиевой кислоты  из фолиевой кислоты, в гидроксилировании лизина в оксилизин, пролина в оксипролин, необходимых для образования коллагеновых волокон; ускоряет всасывание железа, активизирует фермент желудочного сока пепсиноген, что особенно важно при недостатке соляной кислоты в желудочном соке.

Ход работы: отвешивают 1 г продукта на роговых весах, растирают в ступке со стеклянным порошком, добавляют 2 мл 10% раствора соляной кислоты, приливают 8 мл воды и фильтруют. Отмеривают для титрования 2 мл фильтрата, добавляют 10 капель 10% раствора соляной кислоты и титруют 2,6 – дихлорфенолиндофенолом до розовой окраски, сохраняющейся  в течение 30 сек в двух повторностях. Вычисляют среднее содержание аскорбиновой кислоты в 100 г продукта по формуле.
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где

Х – содержание аскорбиновой кислоты в мг на 100 г продукта;

0,0088 – содержание аскорбиновой кислоты, мг;

А – результат титрования 0,0001Н раствором 2,6 – дихлорфенолиндофенола, мл;

Б – объем экстракта, взятый для титрования, мл;

В – количество продукта, взятое для анализа, г;

Г – общее количество экстракта, мл;

100 – пересчет на 100 г продукта.

В 100 г капусты содержится аскорбиновой кислоты 25 – 60 мг, в 100 г шиповника 500 – 1500 мг, а в хвое 200 – 400 мг. 

Вывод: сравнить количество аскорбиновой кислоты в исследованных продуктах.

Дата:





Подпись преподавателя:
ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 4
Контрольная работа 2 Ферменты. Витамины
Вопросы к контрольной работе 2 

1. Укажите оптимум действия ферментов: амилазы, липазы, пепсина, трипсина
2. Перечислите виды специфичности. Приведите пример абсолютной и относительной специфичности
3. Влияние неспецифических факторов на активность фермента (Т, Р и т.д.)
4. Структуры НАД и НАДФ, их роль в окислительно-восстановительных процессах
5. Что такое проферменты и изоферменты. Приведите примеры
6. Какие реакции ускоряют эстеразы, пептидазы, гликозидазы, фосфатазы? К какому классу ферментов они относятся? Какой вид специфичности характерен для этих ферментов?

7. К какому классу относятся и какова функция ферментов: дегидрогеназ, редуктаз, флавиновые ферменты, цитохромы, аминотрансферазы, киназы, декарбоксилазы, карбоксилазы. Какие коферменты входят в состав этих ферментов?

8. К какому классу ферментов относятся ферменты пищеварительного тракта?

9. Что называется энергетическим барьером реакции? Что такое энергия активации? Что понимают под «активированным состоянием»?

10. Какие факторы влияют на скорость ферментативной реакции? Какова структура регуляторных ферментов?

11. Типы обратимого ингибирования ферментов. Охарактеризуйте каждый вид обратимого ингибирования, приведите примеры
12. Примеры использования ингибиторов ферментов в качестве лекарственных препаратов
13. Что понимают под энзимопатией? Приведите примеры энзимопатий, охарактеризуйте их
14. Что понимают под энзимодиагностикой? В каких объектах определяют активность ферментов с целью диагностики заболеваний?

15. Что понимают под энзимотерапией? Назовите препараты, используемые для энзимотерапии
16. Суть коферментной функции витаминов. Биологические функции кофермента, образованного из витамина В1, В2, В6, РР
17. На каких свойствах аскорбиновой кислоты основано ее участие в обменных процессах? Назовите вещества, в синтезе которых участвует аскорбиновая кислота
18. Биологическое значение витаминов группы А. Каково участие витамина А в зрительном акте?

19. Провитамины А (каротины), их превращение в витамины
20. Какова роль витамина К в обмене веществ? Гипо- и гипервитаминозы витамина К
21. Провитамины D (эргостерин и 7-дегидрохолестерин), их превращение в витамины
22. В чем биологическое значение витаминов группы Е? Каковы важнейшие проявления недостаточности токоферола?

УЭМ 3 ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 5
Взаимосвязь обмена веществ и энергии. Тканевое дыхание. Митохондриальная цепь переноса электронов. Окислительное фосфорилирование

Задания для внеаудиторной работы
1. Напишите структурные формулы коферментов НАД, ФАД, УХ в окисленной и восстановленной формах, укажите витамины, входящие в их состав.
2. Напишите активную часть простетической группы цитохромов в окисленной и восстановленной формах.

3. В чем заключаются особенности строения цитохромоксидазы? Изобразите схематично ее строение.

4. Изобразите в виде схемы путь переноса электронов и протонов от субстрата на кислород. Укажите полную, укороченную и короткую дыхательную цепь. Отметьте пункты сопряжения окисления и фосфорилирования. Укажите ингибиторы дыхательной цепи и участки ингибирования.

5. Напишите реакцию фосфорилирования АДФ. Назовите типы фосфорилирования.

6. Изобразите схему окислительного фосфорилирования согласно хемо-осмотической теории Митчелла.

7. Напишите химические формулы веществ - разобщающих агентов окислительного фосфорилирования, укажите механизм разобщения.
Выполните задания:

1. В эксперименте с изолированными митохондриями в качестве доноров водорода использовали два субстрата: изоцитрат и сукцинат. Одинаков ли коэффициент Р/О для этих субстратов? Укажите его значение.

2. К каждой реакции подберите соответствующий фермент:

1. Субстрат-Н2 + НАД+   →    Субстрат + НАДН + Н+
2. QН2 + 2 цитохрома С (Fе3+)  →  Q + 2 цитохрома С (Fе2+) 

3. НАДН + Н+  +  Флавопротеид  →   НАД+   + Флавопротеид (восст.)

4. Сукцинат + ФАД  →    фумарат  + ФАДН2
А. НАД-зависимая дегидрогеназа

Б. QН2-дегидрогеназа

В. ФАД-зависимая дегидрогеназа

Г. НАДН-дегидрогеназа

3. Коэффициент Р/О при окислении НАДН в присутствии 2,4-динитрофенола равен:

	1) 3
	2) 2
	3) 1
	4) 0


ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 5
Тканевое дыхание и окислительное фосфорилирование
Цель:
1) Изучить реакции, лежащие в основе окисления субстратов, состав и последовательность ферментов дыхательной цепи;
2) Усвоить понятие окислительное фосфорилирование,
3) Усвоить понятие разобщение окисления и фосфорилирования,
4) Убедиться, что энергетическая эффективность окисления зависит от субстрата окисления.
Приготовление тканевого гомогената
2г ткани тщательно измельчить, хорошо растереть в ступке, добавив щепотку стеклянного порошка, добавить постепенно 20 мл дистиллированной воды, отфильтровать через марлю, отжать. Содержимое марли перенести в пробирку и суспендировать стеклянной палочкой с 8 мл воды. 2 мл полученного гомогената перелить в другую пробирку и прокипятить. Охладить и использовать содержимое пробирок для опытов №1, №2, №3, №4.
1 Изучение активности сукцинатдегидрогеназы

Принцип метода: Сукцинатдегидрогеназа окисляет янтарную кислоту. Конечным акцептором ионов водорода служит2,6 дихлорфенолиндофенол (2,6 ДХФИ). Если фермент активен, окраска исчезает.

Схема постановки опыта:
	Содержимое пробирки
	Опыт
	Контроль

	Янтарная кислота 1%, мл
	1,0
	1,0

	2,6 ДХФИ 0,1%
	2-4 капли
	2-4 капли

	Н2О, мл
	0,5
	0,5

	Суспензия митохондрий, мл
	1,0
	-

	Прокипяченная суспензия митохондрий, мл
	-
	1,0

	Окраска реакционной смеси
	
	

	Продукты реакции
	
	


Инкубация при комнатной температуре 10 минут.
2 Изучение активности малатдегидрогеназы
Принцип метода: Малатдегидрогеназа окисляет яблочную кислоту. В качестве конечного акцептора атомов водорода используется 2,6 ДХФИ. Если фермент активен, то окраска ослабевает.
Схема постановки опыта.

	Содержимое пробирки
	Опыт
	Контроль

	Буферный раствор рН = 7,4. мл
	1,0
	1,0

	Раствор яблочной кислоты, мл
	0,5
	0,5

	Раствор ДХФИ
	2-4 капли
	2-4 капли

	Суспензия митохондрий, мл
	0,5
	-

	Прокипяченная суспензия митохондрий, мл
	-
	0,5

	Окраска реакционной смеси
	
	

	Продукты реакции
	
	


Инкубация при комнатной температуре 10 минут:

Вывод: Написать уравнения реакций. По результатам исследования действия сукцинатдегидрогеназы и малатдегидрогеназы оценить, какое количество молей АТФ будет синтезироваться при окислении янтарной кислоты и при окислении яблочной кислоты в ЦПЭ.

3 Изучение активности цитохромоксидазы мышц
Принцип метода: Цитохромоксидаза окисляет диметилпарафенилендиамин и ά-нафтол (реактив НАДИ). При окислении образуется цветной продукт -индофеноловый голубой. Акцептором ионов водорода служит кислород.
Схема постановки опыта: опыт выполняется на фильтровальной бумаге

	Реактив
	Контроль
	Опыт

	Реактив НАДИ, мл
	1-2 капли
	1-2 капли

	Суспензия митохондрий (подсушенная между листками фильтровальной бумаги), мл
	-
	0,5

	Прокипяченная суспензия (подсушенная между листками фильтровальной бумаги), мл
	0,5
	-

	Окраска реакционной смеси
	
	

	Продукты реакции
	
	


Инкубация при комнатной температуре 5-10 минут.
Вывод: сравнить активность цитохромоксидазы в нативных MX и прокипяченных MX.
4  Исследование окислительного фосфорилирования в митохондриях

Принцип метода: В процессе окисления различных субстратах в дыхательной цепи освобождается энергия. Часть этой энергии используется для этерификации неорганического фосфата в процессе окислительного фосфорилирования:

АДФ + Фн = АТФ.
О процессе окислительного фосфорилирования судят по убыли Фн в исследуемой среде.
Определение неорганического фосфата основано на способности молибдата аммония в кислой среде присоединять фосфорную кислоту с образованием фосфата аммония, который посте восстановления дает продукты, окрашенные в синий цвет (молибденовая синь). Интенсивность молибденовой окраски пропорциональна содержанию фосфора в исследуемом объекте.
Схема постановки опыта:

	Содержимое пробирки
	Контроль
	№ пробирки

	
	
	1
	2
	3

	Инкубационная смесь, мл
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	Физиологический раствор, мл
	0,5
	-
	-
	-

	Р-р винной кислоты, мл
	-
	0,5
	-
	-

	Р-р янтарной кислоты, мл
	-
	-
	0,5
	-

	Р-р аскорбиновой кислоты + цитохром С, мл
	-
	-
	-
	0,5

	Суспензия митохондрий, мл
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	Инкубация 10 минут при комнатной температуре

	Р-р трихлоруксусной кислоты (ТХУ), мл
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	Отфильтровать через влажный фильтр

	Р-р молибдата аммония, мл
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5


Результаты (окраска):
Вывод: объяснить энергетическое значение (кол-во моль АТФ синтезированных в ЦПЭ) при окислении различных субстратов и при полном ингибировании процесса в присутствии ТХУ кислоты.

Дата:






 Подпись преподавателя:
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 6
Общий путь катаболизма (ОПК). Изучение функционирования цикла трикарбоновых кислот (ЦТК)
Задания для внеаудиторной работы
1. Изобразите в виде схемы общие пути катаболизма углеводов, липидов и белков в организме человека.

2. Напишите реакции окислительного декарбоксилирования пировиноградной кислоты. Назовите ферменты и коферменты.

3. Изобразите в виде схемы цикл трикарбоновых кислот. Укажите регуляторные ферменты, их активаторы и ингибиторы.

4. Рассчитайте количество молекул АТФ, синтезирующихся в ЦТК, укажите вариант фосфорилирования.

Выполните задания:

1. В цикле трикарбоновых кислот в реакцию субстратного фосфорилирования вступает:

	1) сукцинат
	4) малат

	2) сукцинил-кофермент А
	5) ацетил-кофермент А

	3) α-кетоглутарат
	


2. В инкубационную среду, содержащую митохондрии, добавили малоновую кислоту. Какой метаболит накапливается в этих условиях?

3. Выберите утверждение, которое нарушает последовательность событий в ЦТК.
A. Дегидрирование изоцитрата

Б. Окислительное декарбоксилирование α-кетоглутарата

B. Дегидрирование сукцината

Г. Синтез ГТФ из ГДФ и H3PO4
Д. Превращение фумарата в малат
4. Выберите все правильные ответы.

Регуляторные ферменты цитратного цикла:

A. Цитратсинтаза

Б. Малатдегидрогеназа

B. Изоцитратдегидрогеназа

Г. α-кетоглутаратдегидрогеназный комплекс

Д. Сукцинатдегидрогеназа

ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 6

Количественное определение пировиноградной кислоты в биологических жидкостях колориметрическим методом
Цель: Научиться определять содержание пировиноградной кислоты в сыворотке крови колориметрическим методом.
Принцип метода: Пировиноградная кислота реагирует с кислым раствором 2,4-динитрофенилгидразина (2,4-ДНФГ). Образующийся в результате реакции 2,4-динитрофенилгидразон пировиноградной кислоты в отличие от гидразонов других кетокислот хорошо растворим в толуоле, при помощи которого его экстрагируют из реакционной смеси. После добавления к толуоловому экстракту спиртового раствора щелочи развивается красно-бурое окрашивание, характерное для 2,4-динитрофенилгидразона пировиноградной кислоты:
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	пируват
	2,4-ДНФГ
	2,4-ДНФ-гидразон пирувата
	


Интенсивность окрашивания пропорциональна концентрации пировиноградной кислоты.
Схема постановки опыта
	
	Контрольная проба
	Опытная проба

	Сыворотка крови, мл
	-
	0,05

	Дистиллированная вода, мл
	0,05
	–

	Реагент 2 (динитрофенилгидразин), мл
	0,25
	0,25

	Перемешать и инкубировать при комнатной температуре 20 мин


	NaOH (С = 0,4 моль/л), мл
	2,5
	2,5


Перемешать и через 10 минут измерить оптическую плотность пробы против контрольной пробы при длине волны 540 нм, кювета с толщиной слоя 5 мм. 
Норма пировиноградной кислоты: 0,03 – 0,1 ммоль/л (3 - 9 мкг/мл)

Повышение концентрации пировиноградной кислоты наблюдается при гиповитаминозах В1, В12, токсикозе,  нарушении сердечной деятельности, сахарном диабете, паренхиматозных заболеваниях печени, гипоксии, интенсивной мышечной работе.
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Выводы:
Дата: 






Подпись преподавателя:

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 5
Контрольная работа 3 Энергетический обмен

Вопросы к контрольной работе 3 
1. Введение в обмен веществ. Питание, метаболизм, выделение продуктов метаболизма.

2. Эндергонические и экзергонические реакции в живой клетке. Реакции с сопряженными потенциалами. Макроэргические соединения
3. Энергетический обмен. Общие пути катаболизма. Схема катаболизма основных питательных веществ - углеводов, жиров, белков (аминокислот); понятие о специфических путях катаболизма до образования пирувата из углеводов и большинства аминокислот, до образования ацетил-КоА из жирных кислот и некоторых аминокислот и общих путях катаболизма (окисление пирувата и ацетил-КоА)
4. Митохондриальная цепь переноса электронов. Дегидрирование субстратов и окисление водорода (перенос водорода к кислороду и образование воды), как источник энергии для синтеза АТФ 
5. Дегидрогеназы ЦТК - первичные акцепторы водорода, НАД- и ФАД-зависимые дегидрогеназы
6. Строение митохондрий, структурная организация цепи переноса электронов и протонов. НАДН-дегидрогеназа, убихинон (КоQ), убихинон-дегидрогеназа (КоQ-дегидрогеназа), цитохромы, цитохромоксидаза
7. Окислительное фосфорилирование, коэффициент Р/О
8. Хемио-осмотическая теория Митчелла

9. Разобщение тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования; терморегуляторная функция тканевого дыхания
10. Окислительное декарбоксилирование пировиноградной кислоты: строение пируватдегидрогеназного комплекса
11. Цикл трикарбоновых кислот (ЦТК). Связь между общими путями катаболизма и цепью переноса электронов и протонов
12. Аллостерические механизмы регуляции ЦТК. Активаторы и ингибиторы ЦТК.

13. Анаболические функции ЦТК
14. Нарушения энергетического обмена: гипоэнергетические состояния и их причины
УЭМ 4 ОБМЕН УГЛЕВОДОВ
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 7
Обмен и функции углеводов. Переваривание углеводов. Катаболизм и анаболизм глюкозы. Синтез и мобилизация гликогена
Задания для внеаудиторной работы
1. Изобразите общую схему источников и путей расходования глюкозы в организме.

2. Укажите, как регулируется транспорт глюкозы (зависит или нет от инсулина):

А) В клетки нервной ткани:

Б) В клетки мышц:

Г) В клетки жировой ткани:

Д) В клетки печени:

3. Напишите реакции анаэробного гликолиза, укажите ферменты, их активаторы и ингибиторы. Рассчитайте количество АТФ, синтезируемое из одной молекулы глюкозы при анаэробном гликолизе.

4. Изобразите в виде схемы аэробный гликолиз. Рассчитайте количество АТФ, синтезируемое из одной молекулы глюкозы при аэробном гликолизе.

5. Укажите норму содержания глюкозы в крови. Перечислите патологии, связанные с количественным содержанием глюкозы в крови, назовите их причины.

Выполните задания:

1.Установите соответствие:

Нарушение обмена углеводов характеризуется:

	1) сахарный диабет
	а) нарушением обмена гликогена

	2) гипогликемия
	б) резким снижением содержания глюкозы в крови

	3) глюкозурия
	в) повышением концентрации глюкозы в крови

	4) гликогенозы
	г) присутствием глюкозы в моче


2. Уровень глюкозы в крови после 40-часового голодания поддерживается за счет:

А) гликолиза;

Б) гликогенолиза;

В) Гликогенолиза и глюконеогенеза;

Г) пентозофосфатного пути;

Д) Глюконеогенеза

3. Установите соответствие:
	A. Глюконеогенез в печени
	1. Источник глюкозы для других органов

	Б. Распад гликогена в печени
	2. Обеспечивает глюкозой мозг при длительном голодании

	В. Оба
	3. Образует глюкозу, не используя энергию АТФ

	Г. Ни один
	4. Ускоряется в абсорбтивном периоде


4. Назовите причины наследственных заболеваний:

А) галактоземия-

Б) фруктоземия-

В) непереносимость лактозы –

Г) непереносимость сахарозы-
ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА 7
Определение глюкозы в биологических жидкостях глюкозооксидазным способом
Построение и анализ гликемических кривых

Цель: Изучить промежуточный обмен углеводов, роль углеводов в энергетическом обмене; клинико-диагностическое значение метода сахарной нагрузки при сахарном диабете, аддисоновой болезни, гипофункции щитовидной железы и т.д.
Принцип метода: Определение глюкозы основано на реакции, катализируемой глюкозооксидазой:
глюкоза + О2 
[image: image21.wmf]глюкозооксидаза
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 глюконолактон + Н2О2
Образующаяся в ходе данной реакции перекись водорода вызывает окисление субстратов пероксидазы с образованием окрашенного продукта.
Метод сахарной нагрузки: Утром натощак у больного берут кровь из пальца и определяют концентрацию глюкозы крови. После этого дают выпить 50 - 100 г глюкозы в 200 мл теплой кипяченой воды (1 г глюкозы на 1 кг веса) в течение не более 5 минут. Затем повторно исследуют содержание глюкозы в крови, беря из пальца кровь через каждые 30 минут в течение 2-3 часов. Строят график в координатах: время – концентрация глюкозы в сыворотке крови, по виду графика ставят или уточняют диагноз.
Ход работы: В образцах сыворотки (до и после приема глюкозы) определяют концентрацию глюкозы. Для этого в серию пробирок вносят 2 мл рабочего реактива (фосфатный буфер, субстраты пероксидазы + глюкозооксидазы в отношении 40:1). В одну из пробирок вносят 0,05 мл стандартного раствора глюкозы концентрации 10 ммоль/л. В другие - по 0,05 мл сыворотки крови, взятой по методу сахарной нагрузки. Растворы встряхивают и инкубируют при комнатной температуре 20 мин.
После инкубации измеряют оптическую плотность растворов на ФЭК при длине волны 490 нм. Кювета с длиной оптического пути, равной 5 мм. Раствор сравнения - рабочий реактив.
 Расчет концентрации глюкозы:
С = 
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 10 ммоль/л
где Е оп - оптическая плотность в образцах сыворотки;
Е ст - оптическая плотность стандартного раствора глюкозы

Результат анализа:
	Время, час
	0 (натощак)
	0,5
	1
	2
	3

	Концентрация глюкозы, ммоль/л
	
	
	
	
	


График:
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Подпись преподавателя:

ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗАНЯТИЕ 6
Контрольная работа 4 Обмен углеводов

Вопросы к контрольной работе 4 
1. Основные углеводы организма человека, их содержание в тканях, биологическая роль. Основные углеводы пищи
2. Переваривание углеводов, нарушения переваривания 
3. Глюкоза как важнейший метаболит углеводного обмена: общая схема источников и путей расходования глюкозы в организме
4. Анаэробный распад глюкозы (гликолиз). Физиологические значение анаэробного распада глюкозы, энергетический эффект процесса
5. Аэробный распад глюкозы, физиологическое значение, энергетический эффект.

6. Регуляция гликолиза и глюконеогенеза в печени
7. Биосинтез глюкозы (глюконеогенез) из молочной кислоты и других веществ
8. Пентозофосфатный путь превращения глюкозы. Физиологическое значение процесса.

9. Обмен фруктозы и галактозы, галактоземия, фруктоземия
10. Свойства и распространение гликогена как резервного полисахарида. Биосинтез гликогена. Мобилизация гликогена. Физиологическое значение резервирования и мобилизации гликогена
11. Роль печени в углеводном обмене
12. Взаимосвязь гликолиза в мышцах и глюконеогенеза в печени (цикл Кори)

13. Регуляция содержания глюкозы в крови, гиперглюкоземия
ЛАБОРАТОРНОЕ ЗАНЯТИЕ 8
Решение ситуационных задач, моделирующих физиологические состояния и клинические случаи по изученным модулям 
1. Основная функция белка – гемоглобин А (HbA) – транспорт кислорода к тканям. В популяции людей известны множественные формы этого белка с измененными свойствами и функцией – так называемые аномальные гемоглобины. Например, установлено, что гемоглобин S (HbS), обнаруженный в эритроцитах больных серповидно-клеточной анемией, имеет низкую растворимость в условиях низкого парциального давления кислорода (как это имеет в венозной крови). Это приводит к образованию агрегатов данного белка. Белок утрачивает свою функцию, выпадает в осадок, а эритроциты приобретают неправильную форму (некоторые из них образуют форму серпа) и быстрее обычного разрушаются в селезенке. В результате развивается серповидноклеточная анемия. Единственное различие в первичной структуре HbA и HbS обнаружено в N-концевом участке β-цепи гемоглобина. Сравните N-концевые участки β-цепей и покажите, как изменения в первичной структуре белка влияют на его свойства и функции.
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HbA:
	ВВал-
	ГГис-
	ЛЛей-
	ТТре-
	ППро-
	ГГлу-
	ГГлу-
	ЛЛиз-

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	HbS:
	ВВал-
	ГГис-
	ЛЛей-
	ТТре-
	ППро-
	ВВал-
	ГГлу-
	ЛЛиз-


Для этого:
а) напишите формулы аминокислот, по которым различаются HbA и HbS; сравните свойства этих аминокислот (полярность, заряд).
б) сделайте вывод о причине снижения растворимости HbS и нарушении транспорта кислорода в ткани.
2. Для диагностики некоторых заболеваний в биологических жидкостях определяют активность фермента лактатдегидрогеназы (ЛДГ):
а) напишите реакцию, которую катализирует ЛДГ;
б) укажите субстрат, кофермент, витамин-предшественник;
в) при какой температуре протекает реакция;
г) объясните, по какому параметру можно оценить скорость ферментативной реакции;

д) рассчитайте активность ЛДГ в крови пациентов в единицах МЕ/л по приведенным в таблице данным, сделайте вывод: у кого из пациентов активность выше.
	Параметры
	Пациент 1
	Пациент 2

	Исходное количество субстрата, взятое в реакцию, мкмоль
	40
	40

	Объем сыворотки крови пациента, мл
	5
	5

	Время инкубации, мин
	10
	10

	Количество субстрата, оставшееся после проведения реакции, мкмоль
	31
	4


3. Человек относится к гомойотермным (температура поддерживается на постоянном уровне) живым организмам. В медицине в некоторых случаях для лечения используют экстремальные температуры. В частности, гипотермические условия используются при проведении продолжительных операциях (особенно на головном мозге и сердце), гипертермические условия используются с целью коагуляции тканей. Объясните правомерность данных подходов с точки зрения энзимологии. Для ответа:
а) укажите, какая температура оптимальна для большинства ферментов человека;
б) нарисуйте график зависимости скорости ферментативных реакций от температуры;
в) объясните необходимость проведения длительных оперативных вмешательств в гипотермических условиях;
г) опишите, на чем основан метод термической коагуляции тканей;

д) укажите последствия воздействия критических температур на человека.
4. Больная 35 лет обратилась в клинику с жалобами на воспалительные процессы слизистой оболочки ротовой полости, мышечную усталость, конъюктивит. Больная в течение длительного времени питалась однообразно, исключая из своего рациона такие продукты, как печень, рожь, молоко, дрожжи. Врач диагностировал гиповитаминоз В2. Объясните причины наблюдаемых симптомов. Для этого:
а) назовите коферменты, образующиеся из витамина В2;
б) укажите, в каких реакциях принимают участие данные коферменты;
в) напишите формулы активной части данных коферментов в окисленной и восстановленной формах;

г) приведите примеры реакций с участием этих коферментов.
5. Пожилая женщина, проживающая в доме для престарелых и не получающая полноценного питания, обратилась к врачу с жалобами на трудности при ходьбе, онемение и судороги в ногах. В крови наблюдалась повышенная концентрация пировиноградной и молочной кислот. Врач диагностировал гиповитаминоз В1. Объясните причины наблюдаемых симптомов. Для этого:
а) назовите кофермент, образующийся из витамина В1;

б) укажите, в каких реакциях принимают участие данный кофермент;

в) напишите формулу активной части данного кофермента в окисленной и восстановленной формах;

г) приведите пример реакции с участием этого кофермента.

6. При исследовании скорости реакции превращения дипептида под действием пептидазы тонкого кишечника были получены следующие результаты: максимальная скорость реакции под действием данного фермента составляет 40 мкмоль/мин∙мг, = 0,01 мкмоль/мг. При какой концентрации субстрата скорость реакции равна 10 мкмоль/мин∙мг? Используя данные задачи:
а) напишите схему реакции, определите класс фермента, назовите связь, которую он разрушает в субстрате;
б) нарисуйте график зависимости скорости реакции от концентрации субстрата и ответьте на вопрос задачи;
в) дайте определение Кm, укажите зависимость между величиной Кm и сродством фермента к субстату.
7. В клинику поступил ребенок с диареей, наблюдающейся после кормления молоком. Для установления диагноза провели тест на толерантность к лактозе. Больному натощак дали 50 г лактозы, растворенной в воде. Через 30, 60 и 90 минут в крови определяли концентрацию глюкозы. Результаты показали, что концентрация глюкозы в крови не увеличилась. Приведите возможные причины полученных результатов, аргументируйте их. Для этого:
а) напишите схему реакции переваривания лактозы в кишечнике, укажите фермент, его класс, место действия;
б) укажите концентрацию глюкозы в крови в норме, объясните, почему концентрация глюкозы в крови после нагрузки лактозой не увеличивается;
в) будет ли наблюдаться у этого пациента непереносимость кисломолочных продуктов, ответ обоснуйте.
8. Во время экзамена у студента содержание глюкозы в крови оказалось равным 7 ммоль/л. Объясните причину наблюдаемого изменения содержания глюкозы в крови студента, если он позавтракал за 4 часа до экзамена. Для ответа:
а) укажите концентрацию глюкозы в крови в норме;

б) назовите гормон, концентрация которого повышается в крови студента в данной ситуации;
в) напишите схему процесса, который активируется в печени этим гормоном и укажите регуляторный фермент.
9. Мормоны, проживающие в двух населенных пунктах США – Хилдале (штат Юта) и Колорадо-Сити (Аризона), продолжают придерживаться полигамии и одобряют браки между близкими родственниками. Последнее обстоятельство – причина высокого распространения в общине фумаровой ацидурии. Заболевание вызвано дефицитом фумаразы. Основной биохимический признак заболевания – высокая экскреция с мочой фумаровой кислоты, которая в десятки раз превышает контрольные значения. В моче больных детей в больших количествах могут присутствовать и другие органические кислоты: α-кетоглутаровая, янтарная, лимонная, иногда яблочная, в крови повышено содержание лактата и пирувата. Клинические проявления органических ацидурий, как правило, неспецифичны и заключаются в задержке нервно-психического и двигательного развития, судорожных пароксизмах, резистентных к назначаемым антиконвульсантам и дисметаболических кризах, характеризующихся эпизодами летаргии и рвоты. Почему недостаточная активность этого фермента приводит к таким клиническим проявлениям? 

Для ответа: 

а) представьте схему процесса с участием фумаразы; 

б) опишите его роль в метаболизме клеток; 

в) объясните причину повышения в крови больных уровня молочной, пировиноградной кислот, представьте соответствующие схемы.
10. Превращение пирувата в лактат – обратимая реакция, которая катализируется лактадегидрогеназой (ЛДГ), являющейся олигомером. Существует несколько изоформ ЛДГ, локализованных в различных органах. В мышце сердца изофермент ЛДГ (Н4) преимущественно катализирует реакцию превращения лактата в пируват. Объясните роль этого изофермента в метаболизме сердечной мышцы. Для этого:
а) напишите реакцию, катализируемую данным изоферментом в сердце;
б) напишите схему процесса, обеспечивающего включение продукта этой реакции в дальнейший путь окисления до СО2 и Н2О в сердце, и рассчитайте энергетический эффект процесса;
в) укажите, какие органы и клетки поставляют субстрат реакции в п. (а) в кровь в состоянии покоя и в начальный период интенсивной работы.
11. Больной сахарным диабетом жалуется на постоянную жажду, потребление большого количества воды (полидипсия), увеличение количества мочи (полиурия), постоянно повышенный аппетит. Объясните, почему сохраняется чувство голода, хотя потребляется большое количество пищи (полифагия), а в крови повышено содержание глюкозы?

12. В суспензию митохондрий добавили 0,6 ммоль/мл малата и 0,3 ммоль/мл АДФ. Поглощение кислорода, начавшееся сразу после добавления малата и АДФ, через некоторое время прекратилось. Почему? Затем к пробе добавили раствор гексокиназы и глюкозы – поглощение кислорода вновь началось. Почему?

13. Студент, который по вечерам предпочитает лежать на диване, третий день ничего не ест, чтобы похудеть, и с завистью смотрит на брата, который после двадцатиминутной пробежки, поужинал и теперь смотрит телевизор. Укажите отличия в обмене углеводов и жиров у этих братьев.
Оценить состояние больного на основании данных сахарной нагрузки:
Глюкоза натощак – 5,5 ммоль/л;
После нагрузки:
Через 30 мин – 9,0 ммоль/л;
Через 60 мин – 12,0 ммоль/л;
Через 120 мин – 9,0 ммоль/л;
Через 150 мин – 6,0 ммоль/л;
В моче больного реакция на глюкозу положительная.

14. О каком заболевании может идти речь, если у больного ребёнка содержание глюкозы в крови натощак – 2,5 ммоль/л? Проба с адреналином повышения уровня глюкозы в крови не даёт, печень и селезёнка увеличены в размерах.
15. Длительное использование разобщающего агента 2-4 динитрофенола как препарата в борьбе с ожирением имело негативные последствия: развивалось недомогание, повышалась температура тела, в некоторых случаях наблюдался летальный исход. Объясните:

а) на чем основывалось применение 2-4 динитрофенола в качестве препарата, снижающего массу тела

б) объясните причины развивающихся осложнений.

16. При изучении тканевого дыхания мышц in vitro, исследователи использовали в качестве субстрата окисления сукцинат. Дополнительное добавление в эту среду малоновой кислоты прекращало поглощение кислорода и в среде накапливался промежуточный метаболит цикла Кребса. Ответьте на вопрос:

 а) какова причина остановки дыхания?

 б) возможно ли снять вызванное малонатом ингибирование?

 в) если Да, то каким образом?
17. Во время пожара из горящего дома вынесен пострадавший, который не имел ожогов, но находился в бессознательном состоянии. С большим трудом удалось вернуть его к жизни.

 В чем причина тяжелого состояния пострадавшего и какие меры нужно принять для спасения больного?
18. У грудного ребенка часто появляются судороги, при обследовании отмечено увеличение размеров печени В крови повышено содержание лактата и пирувата, гипогликемия. При введении адреналина содержание сахара в крови не возрастает. увеличивается количество молочной кислоты. О каком нарушении обмена можно предположить?

19. К терапевту обратился пациент с жалобами на прогрессирующую слабость, апатию, сонливость, головные боли, головокружения. Симптомы усиливались при голодании, что позволило врачу предположить наличие у больного гипогликемии. Анализ крови подтвердил предположение – уровень глюкозы составил менее 2,5 ммоль/л. Пациент не страдает сахарным диабетом и не принимает сахаропонижающих лекарственных средств. 

          Наличие какого заболевания можно предположить? 

          Для ответа:
          а) нарисуйте схему воздействия глюкозы на β-клетки; 

          б) опишите влияние инсулина на углеводный и жировой обмен в печени, жировой ткани и мышцах;

          в) объясните, почему опасна гипогликемия;

          г) назовите заболевание и предложите методы лечения.

20. Больной жалуется на сухость во рту, жажду, повышенный аппетит,        слабость. Суточное выделение мочи повышено до 3-х литров. Анализ мочи показал, относительная плотность 1,032, глюкозы в моче 9 ммоль/л. О каком нарушении обмена можно предположить?
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